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RESUMEN

La fresa (Fragaria ananassa) es un cultivo de gran importancia en México por su
gran aportacién econémica; una de las principales enfermedades por las que se ve
afectado este cultivo es la enfermedad conocida como mancha purpura, pudricién
de raiz y corona causada por Neopestalotiopsis sp., generando grandes pérdidas
que pueden llegar afectar hasta el 70% de la produccion. Una alternativa para
combatir esta enfermedad es el control quimico una de las mejores opciones. Por
lo cual, en este trabajo se evalué la sensibilidad e inhibicidon in vitro de
Neopestalotiopsis sp. de 12 diferentes ingredientes activos por la técnica de
microplaca a concentraciones de 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.812,
3.906 ppm; obteniendo que los ingredientes activos metalaxil-M, extracto de
gobernadora, carbendazim, ciprodinil + Fludioxonil y sulfato de cobre
pentahidratado presentaron una DEso que oscila de entre 0.40 — 168 ppm,
presentando un control superior al 70% de inhibicién de crecimiento micelial de

Neopestalotiopsis sp.

Palabras claves: Neopestalotiopsis sp., pudricion de corona y raiz, fungicidas,
ciprodinil + fludioxonil, inhibicién.
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INTRODUCCION

La fresa (Fragaria ananassa) es cultivada en todo el mundo, muy apreciada por el
color y su sabor. Por esta razdn se han desarrollado variedades que se adaptan a
todos los climas y regiones del mundo. Hasta el afio 2019 Estados Unidos fue el
mayor productor de fresa abarcando un tercio de la produccion mundial, pero
también existen otros paises con gran produccion a nivel mundial como Corea del
Sur, Japén, Espana, Polonia, y Rusia. En la actualidad China, Estados Unidos,
Espafa y México lideran la produccion mundial de fresa (Acosta, 2022).

En los ultimos afos, las enfermedades causadas por hongos han ocasionado
fuertes pérdidas econdmicas en la produccién de fresa. Estas pérdidas son
variables afio con ano; estando en funcion con las condiciones climaticas y el
manejo del cultivo, llegando en algunos casos a alcanzar pérdidas del 50% de su
produccion. Las enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos se han
incrementado en casi todas las zonas productoras de México, convirtiéndose en uno
de los problemas mas importantes de los diversos cultivos, siendo la region del Bajio
una de las zonas con fuerte incidencia de enfermedades de origen fungico (Pérez
et al., 2019).

En México se ha reportado que los problemas fitosanitarios que limitan el cultivo
de fresa son los hongos y pseudohongos causando enfermedades entre las cuales
encontramos la mancha angular (Xanthomonas fragarie), antracnosis
(Colletotrichum spp.), moho gris (Boftrytis cinérea), peca de la hoja (Ramularia
tulasnei), cenicilla (Spharotheca macularia), oidio (Podosphaera aphanis), mildiu

(Peronospora rubi), pudricion de la corona (Rhizoctonia solani), pudricion de la raiz



(Phytophthora spp.) y la enfermedad conocida como mancha purpura, pudricién de
raiz y corona (Neopestalotiopsis clavispora) (Valencia, 2024).

Neopestalotiopsis sp. en los ultimos afos ha producido grandes pérdidas en México,
especialmente en el estado de Michoacan ocasionado hasta una 50 %, esta
enfermedad se presenta principalmente en cultivos de fresa a campo abierto ya que
estdn expuestos a lluvias y largos periodos de humedad; siendo estos las
condiciones favorables para dicha enfermedad, los sintomas que se presentan son
manchas en hojas que comienzan como puntos cafés en anillos concéntricos, frutos
de coloracion dorada y pudricion blanda, corona con necrosis color marrén, raices
con necrosis marron oscuro y marchitamiento en el follaje. Esta enfermedad es dificil
de controlar una vez que se introduce en un campo, porque puede sobrevivir en

suelo, residuos vegetales y hospedantes alternos (CESAVEM , 2022).



JUSTIFICACION

Siendo que en los ultimos anos la enfermedad de la pudricion de la corona y del raiz
(Neopestaoltiopsis sp.) ha tomado mayor relevancia en el cultivo de fresa,
colocandose como una de las principales enfermedades en el cultivo en la zonas
productoras de Michoacan. Por lo que evaluar la sensibilidad a los fungicidas de
cepas de Neopestaoltiopsis sp. aisladas de muestras de la regidn se vuelve esencial

para el manejo de la enfermedad.
OBJETIVOS GENERAL

Evaluar el efecto de ingredientes activos perteneciente a los grupos quimicos de los
triazoles, fenilaminas, estrobirulinas+triazoles, cloronitrilos, anilinopirimidinas +
fenilpirroles, cobres, carboximidas, benzimidazoles, dithiocarbamatos y un extracto
vegetal en Neopestaoltiopsis sp. bajo condiciones in vitro por la técnica de

microplaca.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el porcentaje de inhibicién de crecimiento micelial de Rango 520EW®),
Ridomil Gold 480SL®, Amistar Gold®, Estrocelo 250 SC®, DELTANIL 720 SC®,
PROGRANIC Mega®, Switch®, DELTA AZUL®, Captan 50 WP®, Tlaloc 50 P.H.®,
THIRAM GRANUFLO®, Sanatil 25 ce® sobre Neopestalotiopsis sp. en condiciones

in vitro.

Determinar la Concentracion Efectiva media (DEso) de Rango 520EW®, Ridomil
Gold 480SL®, Amistar Gold®, Estrocelo 250 SC®, DELTANIL 720 SC®,
PROGRANIC Mega®, Switch®, DELTA AZUL®, Captan 50 WP®, Tlaloc 50 P.H.®,
THIRAM GRANUFLO®, Sanatil 25 ce® sobre Neopestalotiopsis sp. en condiciones

in vitro.

HIPOTESIS



Se espera que al menos uno de los ingredientes activos muestre una eficiencia
superior al 85 por ciento en la inhibicién micelial de Neopestaoltiopsis sp. en las

evaluaciones con la técnica de la microplaca

REVISION DE LITERATURA

Producciéon mundial de fresa

Entre los principales paises productores de fresa, en primer lugar esta china con
una produccion de 3.4 millones de toneladas representado el 35% de la produccién
mundial, siguiendo de Estados Unidos y México- La produccién mundial total para
el 2020 fue de 8,861,381 toneladas disminuyendo en 1.6% con relacion al afio

anterior (SIAP, 2020).

Tabla 1. Produccién mundial de fresa (Ramirez, 2021)

Pais Produccién (Ton)
China 3,779,831
Estados Unidos 1,431,050
México 415,150
Turquia 415,150

Importancia de la fresa en México
La produccién de fresa en México ha crecido en los ultimos diez afos en un 35.55%

con una superficie de 15,267 hectareas y una produccion de 642 mil toneladas,
colocandolo en quinto productor a nivel mundial; siendo Michoacan el estado con
mayor produccién con 401,800 toneladas, representando el 58.7 % de la produccion
nacional. Baja California ocupa el segundo lugar con una produccién de 108,154

toneladas con 25.4% de la produccion nacional; mientras que Guanajuato aporta
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100,971 toneladas ocupando la tercera posicion como productor nacional, siendo
los principales estados productores aportan el 97% de la produccion nacional de
fresa, de los cuales el 52.21 % de la produccion es para la exportacion,
representado el 87.79% en Estados unidos y cumpliendo con los requerimientos
nacionales (SIAP , 2024).

Tabla 2. Produccion nacional de fresa (SIAP, 2024)

Estado Produccién (Ton) Valor de la produccién

(Millones de dolares)

Michoacan 401,800 9°689,513.3
Baja california 108,154 2°608,162.3
Guanajuato 100,971 2°434,942.4
Jalisco 18,395 443,600.2
México 7,446 179,562.2
Aguascalientes 3,190 76,927.6
Tlaxcala 361 8,705.6
Sinaloa 302 7,282.8
Oaxaca 289 6,969.3

Cultivo de fresa

Origen

La fresa silvestre es originaria de Europa de la region de los Alpes, comenzd a ser
cultivada a principios del siglo XV, después los espafioles descubrieron una nueva
especie F. chifionensis de donde se obtuvo el fresdn que es mas dulce y resistente
(MAPA, 2021)

La fresa que se cultiva actualmente Fragaria x ananassa fue descrita por G. Darrow
en su libro “The Strawberry” (1966), relatando que F. x ananassa fue la especie que

revolucioné la produccién de fres para el mundo, realizando cruzas para asi obtener
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una especie hermafrodita y de mayor calidad a las ya conocidas, resultando F. x
ananassa con las caracteristicas horticolas que durante 300 anos permitio la
expansion global de la produccion de fresa y, contrariamente al principio de que la
diversidad genética es limitada en la fresa cultivada, se ha comprobado que F. x
ananassa alberga tanta diversidad alélica como cualquiera de sus parentales

silvestres (Kirschbaum, 2022).

Requerimientos climaticos del cultivo de fresa

La fresa necesita una altitud de entre 800 a 2500 metros sobre el nivel del mar, dias
calidos y largos ayudan al crecimiento de las hojas y la formacion de estolones,
mientras que los dias cortos le favorecen para la floracion, la planta prefiere una
iluminacion media, la orientacion de las hileras ayuda para optimizar mejor la
interpretacién de la luz y tener un mejor rendimiento y tamano de fruta (Sgnsteby et
al., 2009). Para la induccidn floral las temperaturas optimas van de 10°- 20° C con
un fotoperiodo de 12 horas. La temperatura es muy importante para la absorciéon de
nutrientes, ya que a altas temperaturas se reduce la formacion de flores y la calidad
de la fruta (INIFAP, 2013)

Morfologia del cultivo de fresa

Raiz
Las fresas cuentan con un sistema radicular fasciculado, caracterizandose por
componerse de raices y raicillas multiples, por lo general, es fibroso y de desarrollo
superficial, alcanzando una distribucion lateral de 30 cm aproximadamente y hasta
50 cm de profundidad dependiendo de las condiciones del suelo, humedad y
variedad. (Kirschbaum, 2022).

Corona
Tiene forma de roseta de hasta tres centimetros cubierta de hojas llamadas

estipulas. Produciendo hojas en intervalos muy pequefios, en el crecimiento



vegetativo es por donde se desplaza la inflorescencia. La lignificacién es la causante

de su apariencia lefiosa (Benavides & Moran, 2022)

Estolones
Son tallos rastreros, originados de las yemas de la corona. Una planta puede llegar
a producir de 8 a 40 estolones en una temporada de crecimiento, cada estolon
puede producir de 6-8 plantas. El desarrollo de los estolones esta influido por las

horas luz y por una temperatura relativa alta (Larson y Shaw, 2000).

Flores
Se forman a partir de meristemos terminales de las coronas. El niumero vy tipo de
flores es variable de acuerdo con la variedad y dependiendo del clima. Cada flor
estd formada por un pedunculo floral, sépalos, pétalos, pistilos y estambres. La
diferenciacion floral en variedades de dia corto se da a partir de fines de verano y
en el otofio cuando las horas luz son menores de 13 0 14 horas y cuando disminuye
la temperatura, en variedades de dia neutro pueden producir flores en cualquier

momento del afio, pero teniendo como limitante temperaturas altas (Garcia, 2024).

Hojas
Son pinnadas vy trifoliadas con filotaxia espiralada. Tienen epidermis, palizada y
mesofilo tipicas de las dicotiledoneas y estomas en el envés. Las hojas viejas van
reemplazadas por nuevas, que estan presentes como primordios foliares. En una
yema vegetativa generalmente hay de 5 a 10 primordios foliares (Kirschbaum D. ,
2022) .

Fruto
Es una infrutescencia de frutos aquenios (fruto falso) con receptaculo de color rojo,
carnoso y similar al de una baya, los frutos verdaderos son las semillas; en la planta
se encuentra frutos primarios, secundario y terciarios, el periodo de la fructificacion
va de 20-50 dias (Benavides & Moran, 2022).
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A continuacion, se presenta la clasificacion taxonomia de la fresa (USDA, 2024)
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae
Subfamilia: Potentillaea
Subtribu: Fragariinae
Género: Fragaria

Especie: Fragaria X

ananassa.

Etapas de desarrollo del cultivo

El cultivo de fresa presenta las etapas de desarrollo vegetativa, reproductiva y
productiva; donde en la etapa vegetativa presentan los brotes, las yemas principales
comienzan a crecer, desarrollo de las hojas (de las primeras hojas emergentes hasta
nueve 0 mas hojas desplegadas), comenzando de la formacién de estolones. La
etapa reproductiva comienza con la aparicion de 6érgano floral primeras yemas
florales salidas. primeras flores abiertas, plena floracion y caida de pétalos. Mientras
la etapa productiva representa la formaciéon y maduracion de fruto, senescencia y

comienzo del reposo vegetativo (Rodriguez, 2023).



Principales plagas del cultivo de fresa
Existen gran variedad de plagas que atacan al cultivo de fresa que pueden llagar a

causar grandes pérdidas econdémicas en el cultivo (Tamba, 2015).

Tabla 3. Principales plagas del cultivo de fresa

Nombre comun Nombre cientifico
Arafa ciclamen Phytonemus pallidus
Arafa roja Tetranychus urticae
Hormiga cortadora Acromyrmex octospinosus
Pulgon de la fresa Chaetosiphon fragaefolii)
Chinche Lygus
Mosquita blanca Bemisia tabaci
Trips Frankliniella occidentalis
Trips Thrips tabaci
Gusano falso medidor Trichoplusia ni
Gusano del fruto Heliotis spp
Gusano soldado Spodoptera exigua
Minador de la hoja Liriomyza spp
Gallina ciega Phyllophaga spp
Chicharrita Dalbulus maidis

Principales enfermedades de la fresa

La fresa es muy susceptible a contraer enfermedades bacterianas y fungicas siendo
estas las que mas lo dafan. Ocasionando grandes pérdidas encontramos la
mancha angular (Xanthomonas fragarie), antracnosis (Colletotrichum spp.), moho
gris (Botrytis cinérea), peca de la hoja (Ramularia tulasnei), cenicilla (Spharotheca
macularia), oidio (Podosphaera aphanis), mildiu (Peronospora rubi), pudricion de la

corona (Rhizoctonia solani), pudricion de la raiz (Phytophthora spp.) y mancha



purpura, pudriciéon de raiz y corona (Neopestalotiopsis clavispora ) siendo esta

ultima una de las mas importantes en los ultimos afos (Valencia, 2024).

Enfermedad de Ila mancha purpura, pudricion de raiz y corona

(Neopestalotiopsis clavispora)

Neopestalotiopsis sp. infecta un gran numero de huéspedes en todo el mundo, los
sintomas principales de este hongo son la pudricién de fruta y tallo, mancha en la
hoja y pudricidn postcosecha. Las especies mas importantes son Neopestalotiopsis
piceana, N. samarangensis, Pseudopestalotiopsis camelliae sinensisy Ps. Indica.
Las enfermedades causadas por este género se vuelven cada vez mas graves
(Darapanit et al., 2021).

El primer reporte en el mundo de Neopestalotiopsis clavispora fue en 2016 en
Espafa (Chamorro et al., 2016), en México Neopestalotiopsis rosae en el cultivo de
fresa fue en 2017 en Michoacan en los municipios de Zamora y valle de Michoacan
(Rebollar et al., 2020) y para Neopestalotiopsis clavispora el primer reporte fuen en
2018 en el estado de Puebla en el municipio de Atlixco (Moreles, 2019). En México
la Neopestalotiopsis rosae y otras especies son de suma importancia para el cultivo
de fresa ya que desde el 2018 la produccion a sufrido grandes pérdidas de mas del
50% en produccion y hasta del 30 % en trasplante, mientas que en que en Ecuador
este género ha causado pérdidas de hasta el 70 %. Esta enfermedad es un gran
problema para el cultivo de fresa causando grandes pérdidas econdmicas
reduciendo la produccidn, el control dé ésta puede llegar a ser muy dificil (Aguilera,
2023)ya que una vez que la enfermedad es introducida al campo puede sobrevivir
por mucho tiempo en suelo, residuos vegetales y hospederos alternos (SENASICA,
2022).

Taxonomia

Neopestalotiopsis rosae se encuentra clasificado taxondmicamente de la siguiente
manera (EPPO, 2021)

Reino: Fungi
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Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Amphisphaeriales
Familia: Sporocadaceae

Género: Neopestalotiopsis

Morfologia de Neopestalotiopsis

Morfologia de Neopestalotiopsis rosae
Neopestalotiopsis rosae produce acérvulos conidiales de cinco células filiformes y
elipsoidales, las conidios de dos células con de color marrén del centro y hialinas
con pared fina obconica, con un tamafio de entre 22-37 um de longitud y 7-9 um de
ancho. Ostiolo prominente rodeado por un collar de células hialinas, el micelio liso
de color oscuro con ascas y ascosporas cilindricas de 14-23 ym de largo y 4-6 pm
de ancho con una sola septa y apéndices basales no ramificado, en PDA es de color
blanco con borde lobulado, el micelio se eleva moderado en la superficie,
presentando conidiomas concéntricos negros, alcanzando de 30-40 mm de

diametro después de 7 dias a 25 °C (Maharachchikumbura et al., 2014).
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Figura 1. Morfologia Neopestalotiopsis rosae.

A. acérvulos en raices de fresa formados en una camara humeda, B. primer
plano de los acérvulos, C. Neopestalotiopsis rosae en medio de cultivo PDA,
D y E. conidios de Neopestalotiopsis rosae tomada de (CESAVEM , 2022)

Morfologia de Neopestalotiopsis clavispora

La principal caracteristica de Neopestalotiopsis clavispora es que presenta
aceérvulos de aproximadamente 100 um de ancho, conidios fusiformes y elipsoides
de 8-24 pm con cinco ceélulas hialinas y marrones con un apéndice basal y 2-4
apéndices apicales en conidios (Obregon et al., 2018), en PDA presenta micelio
algodonoso aéreo conidos fusiformes o claviformes de 23 x 6 ym , curvos, con
cuatro septos, células basales hialinas cénicas de tres a cuatro apéndices hialinos
de 24 ym, células centrales versicoloreadas siendo mas oscuras a las basales.
Estas especies a nivel morfolégico no se pueden diferenciar ya que comparten
caracteristicas, por lo que su identificacion es mediante pruebas moleculares
(Gilardi et al., 2019).
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Figura 2. Morfologia Neopestalotiopsis clavispora.

Ay B. conidios de Neopestalotiopsis clavispora C. Neopestalotiopsis clavispora
en medio de cultivo PDA, D. primer plano de los acérvulos, tomada de: Ibafez
et al., 2023, y Zhang, 2024.

Sintomatologia Neopestalotiopsis sp.

Los sintomas se presentan en todas las partes de las planta, el principal sintoma
que se puede observar es en las hojas con los margenes necroticos rojizos llegando
a cubrir la hoja conforme avanza la enfermedad, en la corona la necrosis puede ser
en la parte superior o inferior y en los frutos aparece en lesiones necroéticas
circulares hundidas que van desde los sépalos hasta el interior del fruto, en los
estolones con lesiones hundidas marrones hacia el peciolo llegando hasta la
corona, el interior delas raices se puede ver de color marrén al realizar un corte
longitudinal (Ibanez et al., 2023).

13



Figura 3. Sintomatologia de Neopestalotiopsis sp.

A. Necrosis en la parte central de las hojas, B. Boton floral con necrosis en las
bracteas y el peciolo, C. Hoja con sintomas de clorosis y manchas verdosas, D.
Frutos con antracnosis en diferentes estados de maduracion, E. Pudricion de frutos
maduros y dafio en los sépalos, F. manchas en las hojas que contienen signos del
hongo. G y H. Pudriciéon de la raiz y corona. Autoria de las imagenes: Gonzalez,
2023; CESAVEM , 2022;

Epidemiologia

El genero Neopestalotiopsis es condiderado un hongo oportunista ya que se
presenta en plantas con heridas, su fuente de in6culo muchas veces viene de
plantas silvestres o malezas, restos de algunos cultivos, sustratos o herramientas
contaminadas, salpicaduras de aguas, ancercamiento por el viento , activadades
agricolas del cultivo, sucediendo cunado los acervolos se rompen y asi liberan los
conidos sobre la superficie de la hoja o algun otro organo- Para que su desarrollo

necesita de periodos largos de humedad vy lluvias, la temperatura éptima para su
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desarrollo va de entre 20-27 °C, una humedad relativa de 95-100% Pero puede
llegar a desarrollarse en temperaturas de hasta 5 °C después de mas de 48 horas
de humedad en la planta, los largos periodos de humedad vy lluvias ayudan mucho
a la propagacion, tiende a desarrollarse a plantaciones a campo abierto
(CESAVEM, 2022).

Las estructuras infectivas son los conidios que entran en contacto con tejido
germinativo penetrando a través de la cuticula infectando el tejido, formando
lesiones en condiciones de mucha humedad relativa, este proceso comienza a las
48 hr después de la Inoculacion, a las 72 horas presenta los tubos germinativos, a
96 horas la hifas invaden las células formando los acérvalos; después de 144 horas
completa su ciclo con la liberacion de conidios (figura 4), sin embargo, el inoculo
secundario puede causar infecciones secundarias incrementando la intensidad de
la enfermedad, hasta puede llegar a actuar como endoéfito durante algun periodo
determinado (Acosta, 2022).

15



| Germination of conidium
\ .
\ through natural openings

or wounds
Healthy tissue

/ T \ ’ g Invade area in

l enlarging, circular to

irregular infected area

} == Lj) /\ contain pycnidia
Mycelium N ‘ [
Resting endophytic )\, | |
phase \?'\: : 17
\\'J i
ALY LA \r_\ <
Conidiogenous
tissue

Perithecium J A - Pycnidium

Disease tissue

Figura 4. Ciclo de vida de Pestalotiopsis sp.= Neopestaliotopsis sp. (Acosta,
2022).

Control

Control biologico
Como alternativas biolégicas para el control el agente causal de la podredumbre de
raices y corona en fresa (Neopestalotiopsis clavispora) se ha utilizado Trichoderma

sp. (cepa: INTA) y Trichoderma Asperellum, Bacillus methylotrophicus donde se
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obtuvieron inhibiciones de 61,1 % por B. methylotrophicus; mientras que para
Trichoderma se presentaron inhibiciones para T. asperellum 89.7 % y Trichoderma
sp. (INTA) 86.8% respectivamente (Kirschbaum, 2023). Otro estudio en campo
meciona que Bacillus cereus tambien ayuda ala inhibicion significatiava de la
enfermedad aunmemtando la actividad enzimatica (Zhang, 2024).

Control Biorracional
En el estudio en laboratorio para la inhibicién de Neopestalotiopsis sp. con extractos
vegetales de jengibre, jamaica, zacate limon, clavo y curcuma; se demostré que
extractos de clavo y curcuma; registraron una inhibicion mayor al 80% a los 14 dias;
mientras que los extractos de jengibre, jamaica y zacate limon presentan una

inhibicion menor al 50% en una concentracion de 1000 mg/L (Darapanit et al., 2021).

Control cultural
Para el control cultural se recomienda adquirir plantulas libre del patogeno, realizar
un tratamiento antifingico en la raiz antes del trasplante, colocar acolchado con el
suelo humedo para realizar una solarizacién, eliminacion de hojas y frutos , realizar
riego solo por goteo y evitar encharcamiento, tener una buen control de malezas ya
que pueden ser un hospedero de la enfermedad, evitar las operaciones en campo

cuando las plantas estan mojadas para evitar la propagacion (CESAVEM, 2022).

Control quimico
Hasta el momento no se cuenta con ningun fungida registrado para el control de
esta enfermedad; La efectividad de fungicidas para Neopestalotiopsis se ha
probado en laboratorio y campo, con resultados prometedores del mas de 50% de
inhibicion, en los cuales podemos aplicar Fluazinam, Chlorothalonil, Fludioxonil,
Ciprodinil, Thiram, Captan, Flutriafol, Propiconazol y Difenoconazol, gracias a estos
se ha notado un aumento el rendimiento de frutos (CESAVEM , 2022).

Tabla 4. Fungicidas implementados en el control de Neopestalotiopsis sp.
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Grupo Quimico

l.A.

Cdédigo FRAC

Benzimidazoles
Benzimidazoles
Carboximidas
Imidazoles
Triazoles
Triazoles
Triazoles
Triazoles
Triazoles
Triazoles
Triazoles
Carbiximidas
Piridiniletiibenzamidas
Carbiximidas
Carbiximidas
Carbiximidas
Carbiximidas
Anilinopirimidinas
Metoxiacrilatos
Fenilpirroles
Quinolinas
Hidroxianilidas
Hidroxianilidas
Dinitroanilinas
Fenilacetamidas
Ditiocarbamatos

Ftalimidas
Cloronitrilos

Benomilo
Tiofanato de metilo
Iprodione
Procloraz
Difenoconazol
Tebuconazole
Flutriafol
Myclobutanil
Propiconazol
Tetraconazol
Triflumizol
Benzovindiflupyr
Fluopyram
Isofetamida
Penthiopyrad
Pydiflumetofen
Piraziflumid
Cyprodinil
Azoxystrobin
Fludioxonil
Quinoxifeno
Fenhexamid
Fenpirazamina
Fluazinam
Cyflufenamid
Thiram

Captan
Chlorothalonil

1

O© N N N N N NWwwww o w v e
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29
U06
MO03

MO04
MO5

Fuentes: CESAVEM (2022); Darapanit et al., (2021) y Baggio et al., (2022).
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METODOLOGIA

Muestreo

Las plantas fueron colectadas en enero del 2024 en Tiripetio, Morelia, Michoacan;
las plantas presentaban la sintomatologia caracteristica de la enfermedad conocida
como Neopestalotiopsis, hojas con manchas color marrén a purpura, bordes
obscuros, necrosis en la corona y un lento desarrollo, en los frutos tonalidad dorada
a bronceada depositandolas en una bolsa de plastico para posteriormente
trasladarlas al laboratorio de fitopatologia de la universidad Auténoma Agraria

Antonio Narro.

Aislamiento y purificaciéon

Las plantas de lavaron con agua simple y se seccionaron en pequefnos trozos de
tejido de un centimetro cuadrado con secciones sanas y enfermas; separando
hojas, tallo y raiz, desinfectando con hipoclorito de sodio al 3 % durante un minuto,
posteriormente se realizan tres lavados con agua estéril y se colocaron sobre papel
absorbente, una vez secos se colocaron en la caja Petri con medio de cultivo papa
dextrosa agar PDA (MCD LAB®) (preparado segun las recomendaciones del
fabricante) y colocadas dentro de la incubadora a 35 °C. Para la purificacion, a las
48 horas se tom6 un explante de cada uno de los hongos que presentaron
crecimiento en el agar, colocando en cajas Petri con medio de cultivo PDA y estas

se llevaron nuevamente a la incubadora a una temperatura de 35° por 72 horas.
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Identificacion

Para la identificacion morfolégica se realizaron montas para posteriormente
observar en el microscopio 6ptico las caracteristicas microscopicas de las conidias
(células basales, célula apical y la presencia de apéndices) (Maharachchikumbura
et al., 2012; 2014).

Produccién de inoculo

Se preparo caldo nutritivo peptona de gelatina y extracto de carne (MCD LAB); en
un matraz se colocaron 8 gr del polvo en un litro de agua esteril dejando reposar por
cinco minutos y calentando con agitacién constante hasta disolverse, esterilizando
en el autoclave a 120° C durante 20 minutos; dejando enfriar para posteriormente
incorporar la muestra directamente con la ayuda de la aguja de diseccidn, enseguida
el matraz fue colocado en agitacion constante durante siete dias a 150 rpm, para
posteriormente ajustar la concentracion de esporas con ayuda de un

hematocitdmetro a una concentracion de 1x108 UFC/mL.

Evaluacion in vitro de la efectividad biolégica de fungicidas (técnica de
microplaca) en el control de Neopestalotiopsis sp.

La metodologia utilizada fue mediante la técnica de microdilucion en placa,
adaptada de las técnicas propuestas por Masoko et al., (2005) y Gabrielson et al.,
(2002). Los productos para evaluar fueron los siguientes: Rango 520EW®
(Tebuconazole, UPL®), Ridomil Gold 480SL® (Metalaxil-M, Syngenta®), Amistar
Gold® (Azoxistrobin+Difeconazol, Syngenta®), Estrocelo 250 SC® (Azoxistrobin,
KOOR AGRO®), DELTANIL 720 SC® (Clorotalonil, DELTA®), PROGRANIC Mega
(Extracto de gobernadora, Celuz AGRO®), Switch® (cyprodinil+fludioxonil,
Syngenta®), DELTA AZUL® (Sulfato de cobre pentahidratado, DELTA®), Captan
50 WP® (Captan, ADAMA®), Tlaloc 50 P.H.® (Carbendazim, UPL®), THIRAM
GRANUFLO® ( Thiram, EASTMAN CHEMICAL®), Sanatil 25 ce® (Propiconazole,

DELTA®) en placas de polietileno de 96 pozos con el siguiente procedimiento:
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1. Se agrego 100 uL de caldo nutritivo a cada cavidad de la microplaca.

2. Se prepard una solucién de cada tratamiento a una concentracion de
2000 mg/L, usando como solvente agua; posteriormente se colocaron 100
ML de las preparaciones a 2000 mg/L a partir de la columna cuatro, se
mezclaron y se volvid a tomar 100 pL, y se transfirieron a la columna seis,
siete y asi sucesivamente realizando diluciones seriadas al 50 % hasta la
columna 12. teniendo como resultado concentraciones de 1000 mg/L, 500
mg/L y 250 mg/L, 125 mg/L, 62.5 mg/L, 31.2 mg/L, 15.6 mg/L, 7.8 mg/L y
3.9 mgl/L.

3. El siguiente paso fue agregar 40 uL de CCT agente revelador de
crecimiento a todas las cavidades.

4. Finalmente, de la columna dos se agrego 10 uL de la solucion de esporas

de Neopestalotiopsis a 1x108 UFC/mL.

Las microplacas s incubaron por 24 horas y se realizé una lectura de absorbancia a
490 nm en un espectro fotometro Multiskan Go (Thermo Scientific). Se considerd
crecimiento positivo del hongo a los tratamientos donde el pozo presentd un color
rosado y negativo a los que no presentaron ningun color, ademas de sus respectivos

valores de absorbancia.

§ Fungicidas (concentraciones)
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Figura 5. Evaluacion de fungicidas por medio de la técnica de microplaca
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificaciéon. Los sintomas que se presentaron en las plantas
muestreadas fueron los siguientes: las hojas presentaron manchas en hojas de color
café, coloraciones rojizas a morado, marchitamiento, necrosis en el follaje, en la
corona se presentd necrosis y reblandecimiento del tejido, reduccion del sistema
radicular y raices de color marrén; lo anterior concuerda con lo reportado por
Chamorro et al., (2016); Shi et al., (2021) y Juliana et al., (2021).

La cepas aisladas de fresa mostraron las siguientes caracteristicas: las colonias de
hongos presentaron un crecimiento en el medio PDA de color blanco y algodonoso,
con bordes ondulados, circulares (Figura 6F). Los acérvulos presentaron un color
negro, conceéntricos, con crecimiento en toda la placa después de 15 dias (Figura
6G). Los conidios eran septados fusiformes a elipsoides y de cinco células. Las
células apicales y basales eran hialinas, mientras que la segunda, tercera y cuarta
célula eran de color marron con septos y paredes periclinales mas oscuras al resto.
Las conidias presentaban un apéndice en la célula a basal alargada hialina,
mientras que la célula apical presentd tres apéndices apicales filiformes las
caracteristicas antes mencionadas corresponden a Neopestalotiopsis clavispora
(Figura 6E) (Chamorro et al., 2016; Maharachchikumbura et al., 2014).
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Figura 6. Sinfomatologi;a:, crecimiento micelial y morfologia de
Neopestalotiopsis sp.

A. Necrosis de raiz y corona de tallo, B. Plantas muertas, C. Necrosis de la corona,
D. Manchas rojizas moradas en las hojas E. Acérvalos en frutos F. Conidia de cinco
células y apéndices en células basales y apicales de Neopestalotiopsis clavispora,

G y H. Crecimiento micelial de Neopestalotiopsis clavispora en medio de cultivo
PDA.
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Evaluacion in vitro de los fungicidas en Neopestalotiopsis clavispora. Las
tablas 5 y 6 muestra los rangos de inhibicion de crecimiento del hongo con los
fungicidas evaluados, donde el rango de inhibicion oscila entre 3.661 - 100 %. El
tebuconazole muestra un rango de inhibicion de 9.97 — 54.49 %, donde las
concentraciones de 1000 y 500 ppm mostraron la mayor inhibicion 54.490 y 49.92,
sin mostrar diferencia significativa (p > 0.001). Mientras que metalaxil-M demostrd
un control de entre 27.4 - 78.4 %, siendo las concentraciones de 1000 — 500 ppm
las mas eficientes con 78.4 — 72.9 %; sin mostrar diferencia significativa. La mezcla
de azoxistrobin + difecoanazol mostré una eficiencia de 10.4 — 56.2 % siendo las
concentraciones de 125 — 1000 ppm las mas eficientes con control de 45.2- 56.9 %,
sin mostrar diferencias significativas; mientras que el azoxistrobin presentdé una
inhibicién de 29.1 — 51.6 %, la concentracion de 1000 ppm fue la mas eficiente con
51.6%. El clorotalonil mostr6é rango de inhibicién que oscila entre 6.5 — 51.1 %,
siendo 1000 - 500 ppm las concentraciones mas eficientes con 51.1 42.4 % de
inhibicion sin presentar diferencia significativa. En tanto el extracto de gobernadora
mostré una inhibicion de 18.3 - 74.1 %, donde la concentracién de 1000 ppm fe la
que mostré el mayor control (74.1 %). Mientras que la mezcla de ciprodinil +
fludioxonil mostré una inhibicion desde 34.0 — 100 %, donde los rangos de 125 -
1000 ppm generaron un 100 % de inhibicién, el sulfato de cobre pentahidratado
promovié una inhibicion de 8.9 - 88.7 %, donde la concentracién de 1000 ppm fue
la mas eficiente con 88 % de inhibicidn en Neopestalotiopsis sp. El ingrediente activo
(i.a.) captan registré un control de hasta el 57.6 %, donde las concentraciones de
1000-500 ppm no mostraron diferencia significativa en la inhibicién (57.6 - 55.6 %).
El i.a. carbendazim generd inhibicibn de entre 54 - 44.4 %, siendo las
concentraciones de 1000 - 500 ppm donde se mostraron los mayores porcentajes
de inhibicion (44.4 - 41.1 %). Mientras que en i.a. thiram gener6é un rango de
inhibicién de 3.6 - 72.1 %, donde las concentraciones de 500 - 1000 ppm no
mostraron deferencias significativas (con 62.3 - 72.1 % de inhibicion). El
propiconazole generd una inhibicién de 3.6 -72.1 %, donde las concentraciones de
1000 — 500 ppm fueron las mas eficientes mostrando una inhibicion 72.1 — 62.3 %

(sin diferencias significativas).
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Tabla 5. Efecto inhibitorio de los fungicidas en Neopestalotiopsis sp.

Concentracion

Inhibiciéon del crecimiento + desviacion estandar

F1 F2 F3 F4 F5 F6
1000 54.490+8.802a 78.462+4.637a 56.293+4.8332 51.695+6.854a 51.133+6.492a 74.169+1.343a
500 49.929+5.664ba 72.930+4.638a 55.033+5.799ba 40.699+5.383b 42.106+7.718a 58.639+2.168b
250 44.689+2.781bac 52.793 +8.540B 52.752+8.094bac 40.153+7.242b 28.127+11.907b 45.362+9.497c
125 43.087+2.202bc 46.009+4.271B 45.298+13.449bdac 35.723+2.92ch 17.903+7.994chb  44.242+6.110dc
62.5 42.268+3.365hc 47.670+2.480B 42.194+4.574bdc 35.307+11.062cb  17.094+6.507cb  37.038+4.233dce
31.25 34.799+11.347dc  43.043+2.681cb 41.243+13.698dc 33.789+7.633ch 16.609+7.219¢ 38.462+5.995dc
15.625 27.950+8.9195d  34.640+11.409cd 33.445+4.985de 33.818+3.479ch 11.410+3.873c 33.149+7.164de
7.812 27.033+4.391d 28.170+10.153d 25.690+9.770e 29.472+5.071c 9.710+5.794c 25.749+9.862fe
3.906 9.971+7.092e 27.199+7.040d 10.421+ 5.434f 29.137+5.648¢ 6.591+3.231c 18.348+13.233f
p-valor <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

Las medias en la misma columna seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (Tukey a=0.05) F1:

Tebuconazol, F2: Metalaxil-M, F3: Azoxistrobin+ Difecoanazol, F4: Azoxistrobin, F5: Clorotalonil, F6: Extracto de

gobernadora
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Vishwas et al., (2023) mencionan que evaluaron tebuconazole para el control de
Pestalotiopsis sp. obteniendo como resultado la inhibicion de 70.14% a una
concentracion de 05 %, mientras que en este trabajo se obtuvo una inhibicién de
44.6 — 54.4 % con las concentraciones de 250 — 1000 ppm. Siendo que el modo de
accion de los triazoles se encarga de inhibir biosintesis de esteroles en las
membranas e inhibicion de la demetilacion (DMI) (FRAC, 2024). Baggio et al.,
(2023) evaluaron la aplicacion in vitro de ciprodinil + fludioxonil en cepas de
Neopestalotiopsis sp y N. rosae donde el rango de inhibicién fue de 13.7 — 100 %;
lo anterior concuerda con lo obtenido en esta investigacion ya que el rango de
inhibicién oscila entre 37-100 %, considerando que la concentracion mas elevada
que evalud Baggio et al., (2023) fue de 100 ug/mL. Estos fungicidas pertenecen a
los grupo de anilinopirimidinas + fenilpirroles que actuan en los anilinopirimidinas
son Inhibidores de la sintesis de aminoacidos y proteinas que afecta la biosintesis
de metionina, Los fenilpirroles actuan en el sistema de transduccién de sefales
afectando la division celular, la sintesis del ADN, ARN y el metabolismo (FRAC,
2024); En el caso de azoxistrobin para determinar la inhibicion en Neopestalotiopsis
clavispora se obtuvo un rango de 29 - 51.6 % de inhibicidn, siendo que Baggio et
al., (2023) reporta inhibicién de 3.2 — 43.3 %,estos valores son inferiores a los
resultados obtenidos en esta investigacion, cabe sefalar que el mayor efecto
inhibitorio que se obtuvo (51.6 %) fue obtenido a 1000 ppm. Baggio et al., (2023)
mencionan que la aplicacion de azoxistrobin + difeconazol para el control de
Neopestalotiopsis clavispora genero una inhibicion de 86.3 - 100 %, estos
resultados son superiores a los obtenidos en esta investigacion (10.4 - 56.2 % de
inhibicion). El azoxistrobin pertenece al grupo de las estrubirulinas que son
fungicidas que actuan alterando la respiracion, resistencia y accion tipo estrobirulina
(ATAR): Inhibicion a nivel mitocondrial bloqueando el paso de electrones en el
Complejo Il de la cadena respiratoria para la formacion de ATP (FRAC, 2019).

En clorotalonil, Baggio et al., (2023) reportan rangos de inhibicién de 97.2 — 100 %
para el control de Neopestalotiopsis spp., resultados superiores a los reportados en
esta investigacion (6.9 — 51.6 %). El clorotalonil pertenece al grupo de los

clorotalonilos que se encarga de inhibir la respiracién de las células y las enzimas
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que afectan al ciclo de Krebs se desactivan y no se produce ATP del hongo. Tienen

accion protectora actuando de contacto y siendo de multi sitio (FRAC, 2019).

El oxicloruro de cobre para inhibir el crecimiento micelial en Pestalotiopsis sp.
mostro un resultado de 35.6 — 72.5 % en concentracion de 50 hasta 500 ppm segun
(Adhikari et al., 2023), en comparacion del sulfato de cobre pentahidratado que se
utilizé en este trabajo donde se obtuvo una inhibicion de 88.7 % a las
concentraciones maxima 1000 ppm. Y Baggio et al., (2023) menciona que con el
cobre obtuvieron un control de 9.6 — 100 % a la concentracién de 100 - 1000 ppm.
El cobre Pertenece al grupo quimico inorganico y actua por contacto multi sitio
(FRAC, 2019). Inhibiendo la germinacion de esporas, intoxicacion y bloqueo de
procesos respiracion, disminuye la biosintesis de proteinas de los hongos
(Alburqueque & Gusqui, 2018)

Baggio et al., (2023) mencionan que en captan y thiram, obtuvieron resultados de
inhibicion de entre 86.7 — 100 %; mientras que en este trabajo se reporté una
inhibicion maxima de 57.6 y 44 %, destacando que en ambas evaluaciones la
concentracion maxima evaluada fue de 1000 ppm. El captan pertenece al grupo
quimico de las carboximidas que inhiben la respiracion de los hongos al actuar
sobre la succinato deshidrogenasa (SDHI) y el thiram pertenece al grupo de los
dithiocarbamatos que actuan como fungicidas de contacto, alterando las funciones

de la membrana celular de los hongos e inhibiendo su respiracion (FRAC, 2019).

Baggio et al., (2023) realizaron evaluaciones para Neopestalotiopsis sp y N. rosae
con Propiconazol obteniendo resultados que oscilan entre 50.0 — 100 % mientras
que en esta investigacidon se obtuvo una inhibicion maxima de 72.1% en una
concentracion de 1000 ppm. Perteneciendo al grupo quimico de los triazoles que
actuan como inhibidores de la desmetilacion (DMI) que se dirigen al esterol
desmetilasa una enzima reguladora importante en la via biosintética del ergosterol,

lo que lleva a la inhibicion en la biosintesis de este compuesto (Aguilera, 2023).

En caso del carbendazim, Adhikari et al., (2023) mencionan una eficiencia del 85 %
a las concentraciones desde 50 — 500 ppm para el control de Pestalotiopsis sp.

mientras que en este trabajo se obtuvo una inhibicién del 53.6 — 88.9 % siendo una
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concentracion menor .El carbendazim pertenece al grupo de los benzimidazoles e
Inhibe el ensamble de la Beta-tubulina en la mitosis la formacién del apresorio, el
crecimiento y desarrollo del micelio de (Alburqueque & Gusqui, 2018). El metalaxil-
m en esta investigacion mostro una inhibicion maxima de 54.4% a una
concentracion de 1000 ppm; mientras que Adhikari et al., (2023), realizaron
evaluaciones en Pestalotiopsis sp. obteniendo como resultados una inhibicion de
oscila entre 64.5 - 100 % en concentraciones de 50 — 500 ppm con una combinacion
de Metalaxil + mancozeb. Perteneciendo al grupo quimico de las fenilaminas que
su actividad antifungica se basa en impedir la sintesis de acidos nucleicos, qué
afectan la sintesis del ARN (FRAC,2019).
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Tabla 6. Efecto inhibitorio de los fungicidas en Neopestalotiopsis sp.

Concentracion

Inhibicién del crecimiento + desviacion estandar

F7 F8 F9 F10 F11 F12
1000 100.000+0.000a 88.758+0.8272 57.614+3.688a 88.9680+ 4.265a 44.4755+2.5902 72.133+10.380a
500 100.000+0.000a 72.556+1.7466b 55.661+8.988a 84.342+3.758ba 41.198+8.7122 62.390+ 6.907a
250 100.000+0.000a 72.843+4.467b 32.281+6.630b 83.290+3.917ba 25.050+11.832b 38.992+13.640b
125 100.000+0.000a 40.059+1.702¢c 30.612+10.091b 82.791+ 4.160ba 24.756+7.889b 10.863+6.790c
62.5 60.343+£7.9118b 34.488+4.011dc 27.165+7.743b 79.617+ 4.647bc 24.740+3.462b 5.830+3.280c
31.25 46.680+9.624c 22.183+9.587d 25.980+4.221b 79.470+ 3.560bc 22.566+4.815b 6.5737+ 2.480c
15.625 42.718+12.014dc 8.750+ 9.294e 23.840+3.309b 78.493+7.164bc 8.252+1.984c 6.922+2.894c
7.812 35.472+6.221dc 8.631+15.385e 23.628+3.645b 71.538+4.3169¢ 7.680+3.202c 3.080+1.7242c
3.906 34.087+10.761d 8.909+9.839¢ 25.008+2.423b 53.617+9.317d 5.4917+3.861c 3.661+1.828¢c
p-valor <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

Las medias en la misma columna seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (Tukey a=0.05). F7:
Ciprodinil + fludioxonil, F8: Sulfato de cobre pentahidratado, F9: Captan, F10: Carbendazim, F11: Thiram, F12: Propiconazol
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La tabla 7 muestra las DEso obtenidas de las evaluaciones in vitro con los fungicidas,
donde se puede observar que los ingredientes activos metalaxil-M, extracto de
gobernadora, carbendazim, ciprodinil + fludioxonil y sulfato de cobre pentahidratado,
en los cuales se obtuvo la menor DEso; posteriormente los ingredientes activos
azoxistrobin + difecoanazol, propiconazole y tebuconazol; siendo los ingredientes

activos con la mayor DEsp el azoxistrobin, clorotalonil, captan y thiram.

Tabla 7. Concentracion letal media de los fungicidas evaluados en

Neopestalotiopsis sp.

Limites fiduciales

Trat. DEso Ec. Prediccion R?
LFI-LFS
F1 576.307 ppm 339.764-1229 y= -635.505+26.071x 0.5133
F2 118.426 ppm 83.282- 171.539 y= -866.370+25.042x 0.8154
F3 227.491 ppm 145.580- 407.980 y= -378.230+14.902x 0.4515
F4 3039 ppm 655.629-274953 y= -1461.241+45.930x 0.9045
F5 1448 ppm 826.153-3233 y= -243.455+20.864x 0.9093
F6 168.647 ppm 114.445-270.600 y= -540.852+18.295x 0.8517
F7 16.549 ppm 6.440-32.347 y= -299.610+7.578x 0.4803
F8 127.994 ppm 88.256-194.363 y= -145.646 +9.258x 0.749
F9 899.296 ppm 274.296-22309 y=-558.914+23.282x 0.8776
F10 0.40750 ppm 0.035-1.470 y=-1245.645+18.810x 0.3388
F11 1608 ppm 877.382-3916 y=-237.642+20.248x 0.7185
F12 437.113 ppm 236.780-1199 =-46.809+11.487x 0.8832

F1: Tebuconazol, F2: Metalaxil-M, F3:Azoxixstrobin+ Difecoanazol, F4: Azoxistrobin,
F5: Clorotalonil, F6: Extracto de gobernadora, F7: Cyprodinil+fludioxonil, F8: Sulfato
de cobre pentahidratado, F9: Captan, F10: Carbendazim, F11: Thiram, F12:

Propiconazole.

La tabla 8 muestra una comparacion de las DEsp obtenidas en esta investigacion y
las reportadas en la literatura. Siendo la DEso de ciprodinil similar a las ya
reportadas. Mientras que la DEso de azoxistrobin, tebuconazol, difeconazol, thiram,
captan y clorotalonil obtenida en esta investigacion superior a la reportada por
Baggio et al., (2023), Wen et al., (2019) y Moyolema (2022).
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Tabla 8. Comparacion de la DEso determinadas para en Neopestalotiopsis sp. con

las reportadas en la literatura.

i.a. DEso ! DEso 2 Autor
Tebuconazol 576.307 ppm 0.331 pg/mL, Wen et al., (2019)
Metalaxil- M 118.426 ppm NR
Difeconazol 227.491 ppm 0.32 pg/mL, 0.39 ug/mL Baggio et al., (2023), Wen et al., (2019)
Azoxistrobin 3039 ppm 100 ug/MI Baggio et al., (2023)
Clorotalonil 1448 ppm 8.13 pg/mL Wen et al., (2019)
Ex. gobernadora 168.647 ppm NR
Ciprodinil 16.549 ppm 18.7 ug/mL Baggio et al., (2023)
Sulfato de cobre 127.994 ppm NR
pentahidratado
Captan 899.296 ppm 0.162 pg/mL Moyolema (2022)
Carbendazim 0.40750 ppm NR
Thiram 1608 ppm 0.0173 pg/mL Moyolema (2022)
Propiconazol 437.113 ppm 158 ug/Mi Baggio et al., (2023)

' Dosis efectiva obtenida en esta investigacion.

2Dosis efectiva publicadas por diversos autores. NR: no reportada
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CONCLUSION
De acuerdo con los resultados obtenidos, los ingredientes activos que mostraron
mayor porcentaje de inhibicién (74-100 % a una concentracion de 1000 ppm) en
las evaluaciones in vitro sobre Neopestaoltiopsis sp. mediante el método de
microplaca, fueron el Metalaxil-M, extracto de gobernadora, carbendazim, ciprodinil
+ Fludioxonil y sulfato de cobre pentahidratado, en los cuales se obtuvieron las

menores DEso 0.407 — 168 ppm.
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