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INTRODUCCION
Tradicionalmente el cultivo de manzanos en Argentina estuvo restringido a las Provincias
de Neuquén y Valle de Rio Negro. Desde hace 15 afios, el grupo de trabajo de Cultivos
Intensivos de la FCA-UNL, trabaja en la adaptacion de diferentes especies de frutales,
como posibles fuentes de diversificacion productiva y desarrollo socio-econdmico para la
provincia de Santa Fe. Dentro de las variedades de manzanos de bajos requerimientos de
frio se destacan “Caricia” (IAPAR 77; 'Anna’ x 'Prima'), “Princesa” ('Anna' x 'NJ56') y “Eva”
(IAPAR 75; 'Anna’ x 'Gala’) y su comportamiento ha demostrado ser muy auspicioso en la
region (Gariglio y col., 2014).
Con la incorporacién de nuevos cultivos, surgen también nuevas probleméticas, como por
ejemplo, falta de conocimientos acerca de las enfermedades que los afectan. En éste
sentido en el aflo 2014 Favaro y col., observaron en frutos de manzano una podredumbre
blanda, cuyo agente causal fue identificado como Colletotrichum spp. Este hongo es
responsable de la podredumbre amarga (PA), enfermedad detectada por primera vez en
los Estados Unidos en 1867 (Sutton, 1990) y hoy comin en la mayoria de zonas
productoras de manzana de clima templado, donde provoca pérdidas que pueden superar
el 50% (Shi y col., 1996; Agrios, 2005; Jiang y col., 2014, Velho y col., 2015).
El género Colletotrichum se clasific6 como el octavo grupo mas importante de hongos
patégenos de plantas en el mundo, basado en su importancia cientifica y econémica
(Dean y col., 2012). Histéricamente la identificacion de las especies de Colletotrichum se
ha basado en el uso de caracteres taxondmicos y el rango de hospedantes (Hyde y col.,
2009 a, b; Freeman y col., 1998) ante esto C. gloesporioides y C. acutatum son las dos
especies tradicionalmente asociadas a la PA (Sutton, 1990). Sin embargo, con el avance
de las técnicas de caracterizacion molecular en los dltimos afios se han reportado nuevas
especies asociadas a la enfermedad como C. fioriniae, C. godetiae, C. nymphaeae, C.
fructicola, C. melonis, C. theobromicola, C. siamense (Kou y col., 2013; Baroncelli y col.,
2014; Velho y col., 2015; Munir y col., 2016). Estos adelantos hicieron que se reorganice
la taxonomia del género y actualmente se considera que C. gloesporioides y C. acutatum
conforman dos complejos taxonomicos, dentro de los cuales se incluyen las especies
mencionadas, entre otras (Damm y col., 2012; Weir y col., 2012).
A pesar de la importancia que tienen las enfermedades ocasionadas por hongos del
género Colletotrichum en manzanas, existen carencias de conocimiento acerca de la
etiologia, de las relaciones patdégeno-hospedero, y de sus caracteristicas epidemioldgicas,
lo que dificulta establecer estrategias y métodos de control eficientes (Stadnik y col.,
2009). Esto resulta de interés especialmente teniendo en cuenta que las especies de
Colletotrichum pueden diferir en la sensibilidad a los fungicidas (Saldarriaga-cardona y
col., 2008; Schilder, 2003). Es importante destacar que esta enfermedad no ha sido
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reportada en la Provincia de Santa Fe ni en Argentina, por lo cual el presente trabajo
constituye la primera contribucién en este sentido.

OBJETIVO
Identificar y caracterizar las especies de Colletotrichum causantes de la PA del manzano
en la Provincia de Santa Fe a fin de proporcionar informacién para un manejo integrado
de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS
La investigacion se inicié en la estacion de crecimiento 2014-2015 de diferentes montes
frutales del centro de la Provincia de Santa Fe. Se recolectaron frutos de manzana
maduros con sintomas de PA de los cvs "Caricia’, "Princesa” y "Eva’. Las muestras se
colocaron en cdmaras humedas y al término de 7 dias se observé el desarrollo del signo
del hongo a partir del cual se realizaron aislamientos en Agar Papa Dextrosa (APD)
enmendado con sulfato de estreptomicina 0,5 g.I"*. Las placas fueron incubadas a +25 °C,
12 h de fotoperiodo por 7 dias. A partir de los cultivos obtenidos se realizaron aislamientos
monosporicos siguiendo la técnica de Ayala-Zermefio y col (2012) modificando solo
temperatura y tiempo de incubacion para el género Colletotrichum. Los aislados fueron
conservados para posteriores trabajos en papel de filtro estéril a -20°C.
Para la caracterizacion morfométrica, discos de micelio de 5 mm de diametro se tomaron
de los bordes de colonias de 7 dias de crecimiento y fueron transferidos a nuevas placas
con APD e incubados a 25°C. Se estimé la tasa de crecimiento (mm/dia) con intervalos de
24 horas durante 7 dias a través de la lectura de las medias entre los dos diametros
perpendiculares de la colonia. Se visualizé la morfologia, tamafio y color de las colonias
desarrolladas y mediante preparados se realizé observacion al microscopio de forma y
color de 50 conidios por aislado. Se tomaron fotografias y de éstos mismos conidios se
midié largo y ancho mediante el programa Image Pro3. Se utilizaron dos repeticiones por
aislado y el experimento se repitié tres veces. Se calculé la media y el desvio estandar
para la tasa de crecimiento, largo y ancho de conidios y apresorios.
Para la identificacibn molecular inicialmente se obtuvo el ADN a partir de colonias
crecidas durante siete dias, utilizando un protocolo de extraccion de ADN de rutina
(Palocci y col., 1999). Luego se amplificé mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) el gen que codifica para la gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa
(GAPDH) usando los cebadores GDF y GDR (Templeton y col., 1992); el gen que codifica
para B-tubulina (TUB2), usando los cebadores T1 (O’Donnell & Cigelnik, 1997) y Bt2b
(Glass & Donaldson, 1995) y el gen Calmodulina (CAL) usando los cebadores CL1C y
CL2C (Weir y col., 2012). Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al
1,5% con gel red incorporado y se visualizaron con luz ultravioleta. Las amplificaciones
qgue fueron positivas se purificaron y secuenciaron en un 3730 XL DNA Analyzer (Applied
Bio-systems®) en Macrogen (Seoul, Corea). Las secuencias de ADN obtenidas fueron
editadas con el programa MEGA 6.0 para posteriormente analizarlas utilizando la base de
datos de GenBank mediante BLAST (Velho y col., 2015; Boratyn y col., 2013).
Para cumplimentar con los Postulados de Koch, se realizaron pruebas de patogenicidad
en manzanas de los mismos cultivares de los cuales los aislamientos fueron extraidos. Se
inocularon 5 frutos por aislamiento que previamente se desinfectaron 2 min en hipoclorito
al 1%, se enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril y se secaron en papel
absorbente. A cada fruto se le realiz6 1 herida mediante aguja estéril en la zona
ecuatorial. La zona herida y la zona opuesta sin herir fueron inoculadas con 10 ul de una
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suspension de 5x10° conidios mI* segiin Gonzéales y col (2006). En los tratamientos
testigo se utilizd6 agua destilada estéril en lugar de inéculo. Los frutos se colocaron en
camara humeda a una temperatura de 25 °C y diariamente fueron observados para
registrar la aparicion de sintomas y signos. El patdgeno fue re-aislado de los sintomas y
se estudiaron sus caracteristicas morfométricas.

RESULTADOS
Los frutos recolectados de los tres cultivares con sintomas del patdgeno presentaron
podredumbres deprimidas de color marrén claro. Realizando un corte transversal podia
observarse que la podredumbre avanzaba hacia el corazén de la fruta formando una “V”.
Luego de permanecer en camara humeda se pudo visualizar la presencia del signo, en
forma de masas de conidios de color salmén crema. Mediante revision de la bibliografia
(Sutton, 1990; Velho y col. 2015) se pudo confirmar que los sintomas y signos
desarrollados son caracteristicos del género Colletotrichum. Se obtuvieron 28 aislados de
éste género. El color de las colonias fue variable entre aislados. Asi, lograron conformarse
dos grupos segun el color del micelio y la tincién del APD, siendo el grupo 1 colonias con
micelio algodonoso blanco-grisaceo y reverso de color crema con sectores gris verdoso y
el grupo 2 con colonias de micelio algodonoso blanco y reverso color salmén. Todos los
aislados presentaron crecimiento concéntrico de masas de conidios color naranja en la
zona centro de la placa y crecimiento de acérvulas color negro dispersas en el resto de la
colonia. El aspecto del micelio fue ralo en los primeros 3 dias y sub-aéreo con aspecto
algodonoso a mayor edad de la colonia. Todos los aislados crecieron llenando las placas
en seis dias. La media de la tasa de crecimiento fue de 12,8 + 1 mm/dia, variando entre
10,2 y 14,8 mm/dia. La totalidad de los aislados produjeron conidios hialinos, de forma
principalmente cilindrica con bordes rectos y terminaciones redondeadas. El valor medio
del largo y ancho de los conidios fue de 14,05 = 0,79 ym x 4,67 + 0,28 um con rangos de
10,3 a 20,7 um x 3,2 a 5,9 ym. Una vez germinados, los conidios formaron apresorios de
forma oval y circular de color amarronado de un tamafio medio de 9,6 + 0,59 um x 7,3 =
0,48 um (largo x ancho respectivamente) con valores minimos y maximos de 7,1 a 16,3
pum x 5,1 a 11,7 um. Todas estas caracteristicas se corresponden con especies
pertenecientes al complejo C. gloesporioides (Weir y col., 2012).
En lo que respecta a identificacion molecular, las secuencias obtenidas presentaron entre
un 99% y un 100% de identidad con C. siamense para los tres genes trabajados (GAPDH,
TUB2 y CAL). Esto refuerza la teoria de Hyde y col., 2009 a, b; Phoulivong y col., 2010;
Rojas y col.,, 2010; Damm y col., 2012; Cannon y col.,, 2010 de que los caracteres
morfométricos no resultan elementos satisfactorios a la hora de distinguir especies del
género Colletotrichum. Si bien los dos grupos conformados por las caracteristicas
morfol6gicas fueron coincidentes con el complejo C. gloeosporioides, al cual pertenece C.
siamense; podrian haberse esperado dos especies distintas al momento del analisis
molecular. La variabilidad en la coloracién de los aislamientos es considerada normal y ha
sido registrada por distintos autores, entre ellos Freeman y col. (1998) y se adjudica a que
la estabilidad de los rasgos morfolégicos son afectados por factores ambientales.
Para nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se registra a C. siamense
afectando manzanos en Argentina. Los reportes que existen en el pais refieren sélo a
infecciones en hoja de Bauhinia forficata subsp. Pruinosa (Larran y col., 2015).
En lo que hace a las pruebas de patogenicidad, todos los aislamientos fueron capaces de
producir lesiones tipicas de PA. Los sintomas iniciales se observaron a los 3 dias post
inoculacion (dpi) en la zona herida de todos los frutos y a los 5 dpi en la zona no herida. A
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medida que la infeccion progresaba, las lesiones crecieron en diametro y se tornaron color
marrén oscuro con hundimiento del tejido y presencia de masas de conidios. Los frutos
del grupo control se mantuvieron sanos hasta el final del ensayo.

El patégeno fue re-aislado de las lesiones producidas artificialmente y sus caracteristicas
fueron coincidentes con las previamente descriptas para el complejo C. gloeosporioides.
La identificacion de las especies de Colletotrichum que causan PA es importante para un
mejor entendimiento de la epidemiologia de la enfermedad, debido a que muchas de las
especies identificadas afectando manzano han sido reportadas también en otros frutales y
hospedadores y varian en la patogenicidad y sensibilidad a fungicidas (Schilder, 2003,
Saldarriaga-cardona y col., 2008; Velho y col., 2015; Munir y col., 2016). Asi, Yang y col.,
(2011) reportaron a C. siamense aislado de plantas de la familia Orchidaceae del suroeste
de China como la especie mas agresiva en inoculaciones cruzadas realizadas sobre
frutos de pimiento, tomate y manzanos. Por otra parte y en concordancia con lo
anteriormente dicho, Munir y col., (2016) en un estudio de caracterizacién de especies de
Colletotrichum que afectaban manzano en Estados Unidos, reflejaron que C. siamense
era la especie mas agresiva en las pruebas de patogenicidad, produciendo lesiones mas
profundas y extensas. Sin embargo, el crecimiento miceliar de esta especie resulté ser
mas sensible a fungicidas que el de otras especies halladas, como C. fructicola y C.
theobromicola. Estos resultados enfatizan la importancia de una identificacion precisa
dentro de cada complejo de Colletotrichum para poder desarrollar estrategias de manejo
especie-especificas.

CONCLUSIONES

La caracterizacion morfométrica indicO que todos los aislados pertenecen al complejo
Colletotrichum gloeosporioides pero so6lo el andlisis filogenético generado por las
secuencias GAPDH, TUB2 y CAL fue capaz de revelar que C. siamense es la especie
asociada a los sintomas de PA. Las pruebas de patogenicidad confirmaron que C.
siamense es la especie responsable de causar antracnosis 0 PA en manzanos de la
Provincia de Santa Fe. En funcion de los resultados obtenidos, se realizaran ensayos de
sensibilidad a diferentes fungicidas para lograr establecer una estrategia de manejo.
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