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INTRODUCCION

La provincia de Santa Fe presenta una baja importancia relativa dentro del mapa
fruticola del pais. La produccion de frutales, segun el censo nacional agropecuario de
2002, se restringe a 1234 ha. Histéricamente, la produccién de manzano en Argentina
estuvo restringida a zonas frias como el Alto Valle de Rio Negro, debido a que estos
frutales caducifolios necesitan acumular horas de frio (HF) para producir bien. En
areas de inviernos suaves, como en la zona centro-este de la provincia de Santa Fe,
estos requerimientos de frio no son cubiertos adecuadamente. Sin embargo, el
mejoramiento genético ha permitido desarrollar cultivares de bajos requerimientos de
frio, cuyo comportamiento ha demostrado ser muy auspicioso en la Provincia de Santa
Fe (Gariglio et al., 2014). Con la incorporacion de nuevos cultivos, surgen también
nuevas probleméticas que son necesarias resolver antes de que su difusion sea
extendida. En relevamientos realizados durante los Gltimos afios en la zona central de
Santa Fe, se detecto en los frutos de manzanos una podredumbre en forma de anillos
concéntricos, conocida como podredumbre amarga, cuyo agente causal era
desconocido. Cuando en una regién se presenta una enfermedad desconocida, es
necesario aplicar los postulados Koch para identificar al agente causal (Agrios, 2005),
a fin de poder establecer estrategias de manejo eficientes.

OBJETIVO

- Caracterizar el agente causal de la podredumbre amarga de los frutos del manzano
en la zona central de Santa Fe.

METODOLOGIA

Se realizé un seguimiento de los sintomas generados por el agente causal de la
podredumbre de los frutos del manzano, a partir de muestras de frutos extraidas de 3
cultivares, “Caricia” (IAPAR 77; 'Anna’' x 'Prima’"), "Princesa” ('Anna’' x 'NJ56') y "Eva’
(IAPAR 75; 'Anna’ x 'Gala’), implantados en 2 montes, uno en el Campo Experimental
de Cultivos Intensivos y Forestales (CECIF) de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de Litoral y el otro perteneciente al productor Pilatti Rubén,
ubicados en Esperanza, en el centro-este de la provincia de Santa Fe. Las muestras,
se colocaron en camaras humedas en estufa y al término de 7 dias, se observaron con
lupa y microscopio, los sintomas y signos del hongo. A partir del signo observado se
realizaron aislamientos en medio agar papa glucosa (APG), realizando un toque con el
ansa sobre las estructuras del hongo. Posteriormente, para asegurar la homogeneidad
genética del hongo, se recurrié a la técnica de cultivo monospérico. A partir de los
aislamientos realizados, se identificaron acérvulos bien desarrollados de color salmén
en cuyo interior se encontraban conidiéforos y conidias. Se toc6 con un ansa la masa
de conidios del acérvulo elegido y se lo diluyo en 500 ul de agua destilada estéril, de
los cuales 200 pl fueron esparcidos con la espéatula Drigalsky en APG. Las placas se
incubaron a 27°C bajo un fotoperiodo de 12 hs con luz fluorescente durante 1 semana,
envueltas en papel. Luego de una semana, se analiz6 a simple vista la morfologia de
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las colonias desarrolladas, y posteriormente la de los conidios, utilizando microscopio,
y siguiendo la metodologia descripta por Velho et al. (2015).

Posteriormente, con el fin de demostrar que el microorganismo aislado y estudiado era
el causante de la podredumbre observada como sintomatologia, se realizaron pruebas
de patogenicidad in vitro. Estas pruebas son rapidas, efectivas y facilitan la deteccion
de un agente infeccioso gracias a la rapidez con que se pueden observar sus efectos
(Agrios, 2005). Se utilizaron para la prueba, frutos de manzana maduros y sanos de la
variedad Cripps Pink, muy susceptible al patdgeno identificado. Una vez seleccionados
se sometieron a desinfeccion mediante lavado con alcohol 70% por 20 seg y 2 min en
hipoclorito al 1%. Posteriormente, los frutos fueron enjuagados 2 veces con agua
destilada estéril para eliminar el exceso de desinfectante y luego secados con papel
toalla estéril. A cada fruto se le realiz6 1 herida (1 x 2mm) mediante aguja estéril en la
zona ecuatorial. La zona herida (lado derecho del fruto) y la zona opuesta sin herir
fueron inoculadas con 10 pl de una suspension de 5x10° conidios mI™. Se inocularon 5
frutos por aislamiento. Los frutos se colocaron en bandejas junto a una fuente de
humedad y se cubrieron con bolsas de plastico, en estufa a una temperatura de 25 °C.
Diariamente fueron observados para registrar la aparicion de sintomas.

RESULTADOS

Los frutos recolectados de las tres variedades con sintomas del patégeno presentaron
podredumbres deprimidas, conformadas por lesiones concéntricas de color marron
claro. Luego de permanecer en cAmara humeda se pudo visualizar la presencia del
signo, en forma de masas de conidios de color salmén crema, dispuestas en
acérvulas. Mediante revision de la bibliografia (Sutton, 1990; Velho et al. 2015) se
pudo determinar que los sintomas y signos desarrollados por los frutos son
caracteristicos del género Colletotrichum. C. gloesporioides y C. acutatum son las dos
especies de Colletotrichum tradicionalmente asociadas a esta enfermedad en el
mundo (Sutton, 1990). Sin embargo, con el avance de las técnicas de caracterizacion
molecular, se ha descubierto que en realidad estas dos especies constituyen en
realidad dos complejos de especies (Cannon et al. 2012), dentro de los cuales se han
reportado muchas nuevas especies asociadas a la enfermedad.

En la tabla 1 se muestran los aislamientos que se seleccionaron para realizar los
estudios de morfologia y las pruebas de patogenicidad. Las colonias fangicas
desarrolladas, fueron similares en todos los aislamientos estudiados (Figura 1). En su
cara superior el micelio se visualiz6 denso, algodonoso, blanco grisaceo, con un gran
namero de acérvulos visibles en el punto de siembra, siendo la cara inferior color
blanco grisaceo en los primeros dias de crecimiento y luego marron palido a rosaceo
(Figura 1). La morfologia de los conidios contenidos en los acérvulos fue similar en
todos los aislamientos estudiados, de pared lisa, hialinos, fusiformes con extremos
ligeramente redondeados, a veces oblongo, y con un tamafio variable entre 11-15 um
de largo y 3-5 um de ancho (Tabla 1). Las caracteristicas morfolégicas de las colonias
y de los conidios permitieron identificar que la especie de Colletotrichum estudiada
pertenece al complejo gloesporioides (Weir et al., 2012). Lamentablemente, la
caracterizacion morfolégica, s6lo permite concluir dentro de que complejo se ubica
taxondmicamente la especie en estudio. Para identificar con precision de qué especie
se trata, actualmente se esta realizando en el laboratorio la caracterizaciéon molecular
de acuerdo a Velho et al. (2015).
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Tabla 1. Caracteristicas de los aislamientos de Colletotrichum sp. obtenidos de frutos de
manzano en la regién centro de Santa Fe.

Conidio

Cadigo Variedad Lugar Fecha Forma Largo (um) | Ancho (um)

E6 ‘Bva”  (IAPAR  75; | CECIF | 13/11/15 | Fusiforme 12-15 3-5
'Anna’ x 'Gala’) a cilindrico

E7 ‘Caricia” (IAPAR 77; | CECIF | 30/10/15 | Fusiforme 11-15 3-5
"Anna’ x “Prima’) a cilindrico

ES “Princesa’ (‘Anna’ x CECIF | 13/11/15 | Fusiforme 12-15 3-5
'NJ56") a cilindrico

E10 | Caricia® (APAR 77, [ CECIF | 13/11/15 | Fusiforme 11-14 4-5
"Anna’ x “Prima’) a cilindrico

Fig. 1. Caracterizacién morfolégica y pruebas de patogenicidad de diferentes
aislamientos de Colletotrichum sp. a: Aspecto morfolégico de la colonia, b: conidio, c:
Pruebas de patogenicidad, para evaluar la virulencia de los aislados sobre hospedero sano de
manzana variedad Cripps Pink , 12 dpi.

Una vez identificado el agente causal de la enfermedad, se procedi6 a realizar pruebas
de patogenicidad en frutos de una variedad de manzano altamente susceptible a la
podredumbre, para confirmar que el patégeno aislado era el que realmente estaba
causando la enfermedad. Los sintomas iniciales se observaron a los 4 dias post
inoculacién (dpi), en la zona herida de todos los frutos, comenzando con una mancha
de color marrén que a medida que transcurrieron los dias fue tornandose marrén
oscuro. Con respecto a la zona opuesta sin herir, la sintomatologia fue minima durante
los primeros dpi. A los 8 dpi en todos los frutos se visualizé una podredumbre
deprimida, color marrén oscuro, partiendo desde la zona herida, el aislamiento E7
provocé en este momento el comienzo de la aparicién del signo, conidios de color
salmén. A los 12 dpi, se observé en todos los frutos una podredumbre deprimida, con
lesiones concéntricas de color marrdn claro y presencia de masas de conidios de color
oscuro, en la zona donde se habia efectuado la herida, mientras que en la zona
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opuesta sin herir, todos los aislamientos comenzaron a provocar la misma
sintomatologia que en las zonas del fruto heridas.

CONCLUSIONES

= Se identifico el agente causal de la podredumbre del manzano en Santa Fe
como perteneciente al complejo Colletotrichum gloesporioides.

» Se demostrd, mediante pruebas de patogenicidad, que el hongo aislado era el
causante de la enfermedad, debido a que se reprodujeron los sintomas en
frutos de una variedad susceptible.

» El conocimiento de la etiologia de la enfermedad es el primer paso para poder
disefiar una estrategia de manejo eficiente.

= Dada la variacién que existe en la susceptibilidad de los diferentes materiales
genéticos, el uso de cultivares resistentes puede convertirse en una medida
importante de manejo de la podredumbre de los frutos (Alaniz, et al., 2012).
Este aspecto sera el proximo a investigar en el marco de este trabajo.
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