Revista FAVE - Ciencias Agrarias 10 (1-2) 2011 ISSN 1666-7719

BOTRYOSPHAERIA DOTHIDEA (MOUG.) AFECTANDO
PLANTACIONES DE MANZANO Y DURAZNERO DE LA
REGION CENTRO -ESTE DE SANTAFE

RISTA, L. M."; MAUMARY, R.'; GARIGLIO, N.F.' & FAVARO, J. C.!

RESUMEN

Troncos, ramas y frutos de manzanos y durazneros cultivados en la zona centro-este de Santa Fe
presentaron cancros que provocaban el secado del 6rgano afectado. Los objetivos del trabajo fueron
identificar el/los organismos causales de la enfermedad y describir la sintomatologia observada en
manzanos. En muestreos periodicos de tres fincas se colectaron ramas y frutos afectados, los cuales
fueron lavados, desinfectados y acondicionados para la siembra e incubados. También se realizaron
montajes microscopcos . En los aislamientos se desarrollaron colonias con picnidios conteniendo
conidios de 22,6 p to 26p x 5 a 6 . Los ascomas, tomados de la corteza infectada, fueron de color
negro, con ascos claviformes y ascosporas elipticas o fusoidales, hialinas, de 28,6 £2.1 px 13,3+ 1,7
u. En varas sanas, inoculadas, selladas con parafina estéril, y llevadas a cimara himeda. se observo
un incremento de la superficie de la herida, mientras que los testigos permanecieron sin alteracion. La
prueba de patogenicidad y los reaislamientos confirmaron la identificacion de Botryvosphaeria dothidea
(Moug.). La sintomatologia en manzanos consistié en cancros amplios y profundos v de gran tamano
en ramas y troncos que secaban el 6rgano y la planta. En Argentina, se lo identific6 en arandano y en
vid, siendo este el primer reporte en duraznero y manzano.
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SUMMARY

Identification of Botryosphaeria dothidea (Moug.) affecting plants of apple

and peach in the center - east area of the Santa Fe province

Trunks, branches and fruits of apple and peach plant grown at the central-east area of the Santa Fe
province, showed cancers which caused the drying of the affected organ. The aims of this work were
to identify the causal agent of the plant disease and to describe its symptoms on apple plant.
Periodicals samplings were carried out to collect branches and affected fruits from three commercial
orchard. In the isolation was observed the colonies development, with pycnidias containing conidias
from 22.6p to 26p x 5 a 6 p. The ascomas from the infected bark were of black color, with lengthened
and clavate ascis, and elliptic or fusoid, hyaline ascospores of 28,6 + 2,1 u x 13,3 £ 1,7 p. Healthy
branches were inoculated and sealed with sterile paraffin and placed in a humid chamber. All the
inoculated branches showed an increase of the surface of the lesion, while the control remained
without alteration. The pathogenity test and the re-isolations confirmed the identification of
Botryosphaeria dothidea (Moug.). The most common symptoms consisted of wide and deep cankers
on branches and the trunk, that later caused the death of the plant organ and the whole tree. In
Argentina, was identified in blueberry and grapevine. However, it is the first reported of Botryosphaeria

dothidea (Moug.) in apple and peach.

Keys words: Botryosphaeria dothidea, apple, peach.

INTRODUCCION

La provincia de Santa Fe presenta una baja
importancia relativa dentro del mapa fruticola
del pais. Los cultivos de durazneros y man-
zanos son una alternativa reciente de diver-
sificacion productiva para las fincas
horticolas de la zona Centro - Este de la pro-
vincia. Los primeros estudios de adaptacion
de diferentes cultivares de frutales de caro-
zo y manzanos y el desarrollo de la tecnolo-
gia de manejo de estos frutales, en algunos
casos novedosas en el pais, se realizaron
desde el afio 2003 (Agusti et al., 2003; Weber
et al.,2003; Ortiz de Zarate y Gariglio, 2004;
Gariglio et al., 2006a, 2006b; Ortiz de Zérate
et al .,2007; Gariglio et al., 2009; Weber et
al.,2011).

En relevamientos realizados durante los
afios 2008 y 2009, se detect6 en plantas de
manzanos (cvs. Caricia, Princesa y Eva) y

durazneros (cvs. Hermosillo y Flordastar), un
decaimiento que se caracterizaba por comen-
zar en las lenticelas produciendo pequeiias
areas necroticas, la corteza adquiria un color
marrén anaranjado y se desprendia. Poste-
riormente se producia la formacion de cancros
bien definidos de color café oscuro en las
ramas de los drboles jovenes, provocando la
muerte parcial o total de los 6rganos afecta-
dos. Los tejidos necroticos presentaban una
textura aspera debido a las protuberancias
que aparecian sobre ellos. En frutos las le-
siones comenzaban como pequefias manchas
hendidas, rodeadas de un halo rojizo, alcan-
zando la zona carpelar y eventualmente com-
prometiendo todo el fruto. Se observé momi-
ficacién de frutos, los cuales se mantenian
pendiente en la planta o caian (Fig. 1 a, b, ¢).

A nivel mundial una sintomatologia simi-
lar fue descripta sobre durazneros y manza-
nos, siendo el organismo causal
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Botryosphaeria dothidea (Moug.) (Chandler
etal., 1962; Latorre y Toledo, 1984a; Latorre
y Toledo, 1984b; Brown and Britton, 1986;
Latorre, 1995; Aponte et al., 1999; Lalancette
y Polk, 2000; Montesinos et al., 2000; Soto
et al.,2000; The American Phytopathological
Society, 2001; INIA, 2002; Schnabel et al.,
2006). Sin embargo, los sintomas no coinci-
den totalmente con la observada, dado que
en nuestra zona en manzanos se manifesto
con mas agresividad causando la muerte de
numerosas plantas (Fig.2dye).

En nuestro pais este patégeno solo ha
sido citado en Arandano en las provincias
de Tucuman y Buenos Aires (Hongn et al.,
2011) y en vid en Rio Negro y Mendoza
(Oriolanietal.,2011).

Los objetivos de este trabajo consistie-
ron en a) el aislamiento e identificacion de
los organismos causales de la enfermedad
observada en manzanos y durazneros en la
zona centro-este de Santa Fe, y b) la descrip-
cion de la sintomatologia observada en man-
zanos, donde la enfermedad se manifesto
como mads agresiva y con mayor incidencia
sobre la produccion de los cultivos.

a)

G

Fig. 1: a) Sintomas en fiutos de manzano, b) Sintomas en troncos de duraznero, c) Sintomas en

ramas de manzanos.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizaron muestreos periddicos en tres
fincas afectadas de decaimiento en la zona
centro - este de Santa Fe. En cada una de
ellas se determinaron dos parcelas experi-
mentales de 1 ha (una por especie), que in-
cluian un foco de decaimiento en durazneros
(cvs. Hermosillo y Flordastar) y manzanos
(cvs. Caricia, Princesa y Eva). En las parce-
las seleccionadas se consignaron los sinto-
mas de la enfermedad y se realizaron tres to-
mas de muestras durante la primavera y
otofio de los afios 2008 y 2009. Se muestrearon
4 arboles por parcela, y de cada arbol se
cortaron tres ramas aun vivas pero con pre-
sencia de cancros tipicos de la enfermedad
de25a40cmdelongitudyde 1,5a3,5cmde
diametro (Cedefio et al., 1994; Sanchez et al.,
2003; Urbez-Torres et al., 2006a) . También
se tomd una muestra de tejido de los cancros
en troncos, en aquellos arboles de manzano
que presentaban la sintomatologia atipica
que no concordaba con la descripta por la
bibliografia consultada (Filho er al., 1995).
El material muestreado fue lavado con agua

b) 4 c)
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corriente, desinfectado superficialmente con
etanol y posteriormente con hipoclorito de
sodio al 10%, y secado al aire. Se les retird la
corteza externa y se cortaron cuiias de 2 a 3
mm? para sembrarlas el placas de Petri conte-
niendo el medio de agar papa dextrosado,
acidificado con acido lactico (APDA) a los
fines de inhibir el crecimiento bacteriano. Se
sembraron seis cuiias por cancro y por cada
placa. Las placas se incubaron a 22°C en os-
curidad durante dos dias y durante otros
quince dias bajo un fotoperiodo de 12 horas
a25°C (Dhingra & Sinclair, 1995; Sanchez et
al.,2003; Urbez-Torres et al., 2006b).

La caracterizacion e identificacion de los
aislamientos se realizé mediante el estudio
de las caracteristicas morfologicas de los
conidios producidos en cultivos puros. Se
realizaron montajes microscopicos teiiidos
con fucsina acida con lactofenol al 0,005%.
Por medio de un ocular calibrado y a 1000
aumentos, se midi6 la longitud y el ancho de
50 conidios por cada uno de los aislamientos
obtenidos. Los ascomas se tomaron directa-
mente de la corteza infectada para realizar los
montajes microscopicos, se consigno la forma
de los ascomas y se midieron las dimensiones
de 15 ascos y 30 ascosporas (Hanlin, 1990;
Barnett & Hunter, 1998; Aponte et al., 1999).

La prueba de patogenicidad se realizo en
laboratorio. Para la inoculacion se cortaron
varas de 16 a 32 cmde longitudyde6a 15
mm de diametro de manzanos y durazneros
sanos de una parcela experimental ubicada
en Esperanza. Las ramas recién cortadas se
sellaron en ambos extremos con parafina es-
téril para evitar su desecacion. La inocula-
cion se realizo en el punto medio de cada
rama. Se desinfectd superficialmente con
etanol al 70% y posteriormente se produjo
una herida de 7 mm de didmetro con un saca-
bocados estéril. En ella se colocé un cilindro
APDA con el aislamiento creciendo activa-
mente. En las ramas testigos se reemplaza-

ron los cultivos fungicos por cilindros de
APDA estéril. Las varas inoculadas se incu-
baron a 25 °C en el interior de camaras hiime-
das con un fotoperiodo de 12 horas. Se ino-
cularon seis ramas por cada aislamiento y
por cada especie. Al término del experimento
de inoculacién se realizo el reaislamiento en
medio de APDA. Se tomaron las ramas ino-
culadas y los testigos y se cortaron cufias
de tejido cortical de la parte de la vara donde
se realizo la inoculacion. Las placas se incu-
baron a 22°C en oscuridad durante dos dias,
seguidos 15 de incubacion en un fotoperiodo
de 12 horas para estimular la esporulacion
(Cedeiio et al., 1994; Sanchez et al., 2003;
Urbez-Torres et al., 2006).

RESULTADOS

CARACTERIZACION DE LA
SINTOMATOLOGIA

En los muestreos realizados se observa-
ron plantas con la misma sintomatologia que
la detectada durante los afios 2008 y 2009,
que en duraznero coincidia con la descripta
anivel internacional. Sin embargo, en nues-
tra zona, se observo que en los troncos y en
las ramas principales de manzanos el desa-
rrollo de los cancros fue inusual y su tamaiio
llegd a afectar la viabilidad y longevidad de
las plantas. Estos sintomas se manifestaban
como hinchazones o abultamientos muy gran-
des en la capa de suber con una longitud que
superaba los 20 cm. En el centro, se observo
una grieta central que dejaba al descubierto
tejido necrosado. Estas lesiones se alineaban
a lo largo de las lineas de descorche , con un
desarrollo muy pobre de la capa de suber que
quedaba rodeada por los abultamientos. El area
adquiria un aspecto aplanado que en muchos
casos rodeaba el tronco ocasionando la muer-
te de la planta (Fig. 2ay b).

48 | Revista FAVE - Ciencias Agrarias 10 (1-2) 2011



Botryosphaeria dothidea (Moug)

Fig. 2: Sintomas observados en troncos de manzano en la zona centro-este de la provincia de

Santa Fe. a) tronco con cancro afectando la viabilidad de la planta. b) rama seca con el cancro

que la rodea.

CARACTERIZACION E
IDENTIFICACION DEL PATOGENO

A partir de las muestras de cancros y fru-
tos se obtuvieron numerosas colonias
fungicas. Al inicio del desarrollo en APDA
todas las colonias eran de color blanco, tor-
nandose a gris verdoso y finalmente a gris
oscuro con micelio aéreo muy abundante
luego de 17 dias de incubacion. La caracteri-
zacion se baso en la morfologia de los
picnidios y conidios desarrollados en los
cultivos puros y de las estructuras tomadas
del tejido cortical afectado.

Los picnidios presentaron conididsforos
hialinos, cilindricos, lisos y a veces
ramificados. Los conidios obtenidos en los
cultivos resultaron idénticos a los proceden-
tes de la corteza infectada: hialinas, lisas, de
pared delgada, fusiformes a elipsoidales, con
contenido granular, dpice subagudo, base trun-
cada con una pequeiia protuberancia mas ancha
enel tercio superior del conidio, mayoritariamente
aseptadas. Sus dimensiones medias fueron de
22,6 na26uxsSa6p(Fig. 3a).

Las estructuras de reproduccion sexual
solo se observaron inmersas en el tejido

cortical afectado procedentes de los tron-
cos de manzanos y durazneros. Estos asco-
mas eran estructuras multiloculares de color
marrén a negro. En su interior se encontra-
ban ascos hialinos y claviformes de un ta-
maiio promediode 112 pa 120 ux25pa27p,
(Fig.3 b). Las ocho ascosporas eran ovoi-
des, mayoritariamente hialinas lisas y acepta-
das. Las dimensiones medias de las ascos-
poras fueron28,6 2,1 ux 13,3+ 1,7 p(Fig. 3 ¢)
Las caracteristicas de los aislamientos se
corresponden con las del género Fusico-
ccum, anamorfos del género Botryosphaeria
(Pennycook & Samuel, 1985; Crous & Palm,
1999 ) y el teleomorfo de Botrvosphaeria
dothidea (Pennycook & Samuel, 1985).

PRUEBA DE PATOGENICIDAD

A las cuatro semanas de la inoculacion
todas las ramas inoculadas mostraron un incre-
mento de la superficie de la herida, mientras que
los testigos permanecieron sin alteracion.

Los resultados de la prueba de
patogenicidad y los reaislamientos confirma-
ron la identificacion de Botryosphaeria
dothidea (Moug.).
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Fig. 3: a) Conidios de 22,6 y a 26u x 5 a 6 u. b) ascos alargados, claviformes de 112 pa 120 u x
25 pa 27 p. c) ascosporas elipticas o fusoidales hialinas de 28,6 u x 13,3 u de dimensiones pro-
medio que corresponden a Botryosphaeria dothidea.

DISCUSION

El organismo causal identificado fue
Botryosphaeria dothidea (Moug) (Penny-
cook & Samuel, 1985; Hanlin, 1990; Barnett
& Hunter, 1998; Aponte et al., 1999; Crous &
Palm, 1999).

La sintomatologia que causa esta descripta
en numerosas publicaciones realizadas en
cultivos de manzanos y durazneros de mu-
chas regiones del mundo afectando funda-
mentalmente frutos, ramas, y troncos, produ-
ciendo la formacion de cancros bien definidos
en arboles jovenes (Chandler er al., 1962;
Latorre y Toledo, 1984 (ay b); Latorre, 1995;
Brown and Britton, 1986; Aponte ez al., 1999;
Lalancette y Polk, 2000; Montesinos et al.,
2000; Soto et al.,2000; Arnal et al., 2000; The
American Phyto-pathological Society, 2001;
INIA, 2002; Schnabel et al., 2006).

En nuestra zona, los sintomas en manza-
nos no coincidieron con los mencionados,
llegando a provocar la muerte de las plantas
(Fig. 2); sin embargo, la bibliografia mencio-
na que en otros hospedantes como alcorno-
ques, encinas, vid, guayabo y arandanos los
cancros rodean las ramas o troncos jovenes
y causan el secado de los 6rganos y plantas
(Sanchez et al., 2003; Bravo et al., 2005;
Urbez-Torres, 2006a; Oriolani ef al., 2011;
Hongnet al.,2011).

Las condiciones ambientales favorables
son la presencia de humedad foliar por mas

de4 a5 horas, la ocurrencia de periodos de
lluvia o neblinas prolongados, temperaturas
superiores a 15°C que favorecen la libera-
cién de conidios y ascosporas. Asimismo, la
infeccion de ramas y troncos se ven favore-
cidos por periodos calurosos y secos prece-
didos por inviernos rigurosos con heladas
(Parker & Sutton, 1993; Montesinos ef al.,
2003), condiciones similares a las que se pre-
sentan habitualmente en la zona en los aiios
posteriores a la implantacion del cultivo.
Por otro lado la gravedad de la sintoma-
tologia en manzano podria ser producto de la
susceptibilidad de los cultivares utilizados,
por su falta de adaptabilidad a las condicio-
nes de la zona o por précticas inadecuadas de
conduccién de las plantas. Deberéan
profundizarse estudios epidemiol6-gicos, rea-
lizar pruebas de nuevos cultivares con mejo-
res comportamientos o eficientes medidas de
control, antes de recomendar al manzano como
alternativa de diversificacion productiva.
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