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RESUMEN

Durante los años 2017-2018, una enfermedad fúngica causó una importante defoliación tempra-
na en  manzanos de los cvs `Caricia´, `Princesa´ y `Eva´ del centro-este de la Provincia de Santa 
Fe. La sintomatología fue coincidente con la reportada para Marssonina spp. Con el objetivo de 
caracterizar la etiología de la enfermedad se obtuvieron 9 aislados, siendo 4 caracterizados mor-
fométrica y molecularmente. Luego de 60 días, las colonias alcanzaron 10 mm de diámetro, con 
márgenes irregulares y coloración marrón. Los conidios, hialinos, ligeramente curvos, ovoides y 
bi-celulares midieron 15,23 ± 1,49 μm de largo y 5,47 ± 0,52 μm de ancho. Las secuencias de ITS 
indicaron 100% de identidad con Marssonina coronaria. Se confi rmó la patogenicidad de los ais-
lados. Todas las inoculaciones produjeron síntomas y el patógeno fue re-aislado coincidiendo sus 
características con las inicialmente mencionadas. Este estudio constituye el primer reporte de M. 
coronaria afectando hojas de manzano en Argentina y proporciona información útil para diseñar 
estrategias de manejo.
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ABSTRACT

Marssonina coronaria, new causal agent of leaf spots in apple trees 
with low chilling requirements in central Argentina. 
During 2017-2018 years, a fungal disease caused signifi cant early defoliation on cvs `Caricia´, 
`Princesa´ and `Eva´  apples trees in the center-east of the Province of Santa Fe. The symptomato-
logy was consistent with that reported for Marssonina spp. With the purpose of characterizing the 
etiology of the disease, 9 isolates were obtained; being 4 characterized morphometrically and mole-
cularly. After 60 days, the colonies reached 10 mm in diameter, with irregular margins and brown  
coloration. Conidia were hyaline, slightly curved, obovoid, unequally two-celled. The size was 
15.23 ± 1.49 μm x 5.47 ± 0.52 μm.  The  isolates were  identifi ed  with 100%  identity  as Mars-
sonina coronaria based on ITS gene phylogenetic analyses. The pathogenicity of the isolates was 
confi rmed. All inoculations produced symptoms and the pathogen was re-isolated, corresponding 
its characteristics with those initially mentioned. This study is the fi rst report of M. coronaria affec-
ting apple leaves in Argentina and provides useful information to design management strategies.

Key words: Marssonina coronaria, defoliation, low-chilling apple, Santa Fe.

INTRODUCCIÓN

En Argentina, las exigencias de frío de 
las plantas de manzanas, hacen que las zo-
nas tradicionales de cultivo sean principal-
mente las Provincias de Neuquén y el Valle 
de Río Negro (Patagonia Norte), concen-
trando éstas el 80% de la producción (7). 
La provincia de Santa Fe, si bien presenta 
baja importancia relativa dentro del mapa  
frutícola del  país, ha incorporado en su 
producción cultivares de manzanos de ba-
jos requerimientos de frío (6) que han de-
mostrado  un comportamiento productivo 
positivo (10). 

Sin embargo, desde el año 2011 la pro-
ducción de manzanas ha atravesado distin-
tas problemáticas fitosanitarias, dentro de 
las que se registran muerte de plantas por 
Botryosphaeria dothidea (26), podredum-
bre amarga por Colletotrichum siamense 
(8) y podredumbre de frutos por Botryos-

phaeria sp. En el año 2017, en plantaciones 
de los cvs `Caricia´ (IAPAR 77; ‘Anna’ × 
‘Prima’), `Princesa´ (‘Anna’ × ‘NJ56’) y 
`Eva´ (IAPAR 75; ‘Anna’ × ‘Gala’) se ob-
servó una defoliación temprana que comen-
zó desde mediados de noviembre. Las ca-
racterísticas de la sintomatología observada 
a campo coincidieron con aquellas citadas 
para Marssonina spp. (2, 3, 17, 28, 33). 

La mancha foliar por Marssonina es la 
enfermedad más severa conocida en man-
zanos (2, 19, 20). Reportes existentes para 
India indican que los brotes epidémicos 
se producen con temperaturas de 20 °C y 
100% de humedad relativa además de un 
período de humedad en la hoja de 40 h 
(29). Trabajos de Lee et al., (19) en Korea 
y Goyal et al., (11) en  Imachal Pradesh 
(Estado de India) confirman los resultados. 
Esta enfermedad es causada por el hongo 
Diplocarpon mali (Y. Harada y K. Sawa-
mura [anamorfo Marssonina coronaria 
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(Ellis y J. J. Davis) J.J. Davis, sinónimo M. 
mali (Henn.) S. Ito]). Está ampliamente dis-
tribuida a nivel mundial y fue reportada en 
países como Corea y China, en América del 
Norte, y en países de Europa, provocando 
defoliaciones de hasta el 87% que se tra-
ducen en importantes pérdidas económicas, 
reduciendo a largo plazo el vigor de los 
árboles; afectando el inicio de la floración 
siguiente y consecuentemente la cantidad 
y calidad de la fruta (12, 19, 20, 33). Las 
lesiones típicas de este patógeno se carac-
terizan por manchas foliares de color par-
do oscuro y en correspondencia pequeñas 
acérvulas negras en la superficie de la hoja. 
A medida que la enfermedad progresa las 
manchas coalescen y se tornan oscuras; 
posteriormente las hojas se vuelven amari-
llas y se caen (30). Este patógeno se propa-
ga por el agua (lluvia, riego por aspersión) 
y la germinación de los conidios requiere 
una humedad relativa alta, 92% o más, du-
rante un tiempo mínimo de seis horas.

 En Argentina no hay registros de éste 
patógeno para plantaciones de manzanos; 
así los reportes existentes para Marssonina 
se limitan a hojas, estolones y pecíolos de 
frutilla (Marssonina fragariae) (9); hojas 
de rosa sp (Marssonina rosae) en Corrien-
tes y Noroeste Argentino (4, 5, 34), hojas 
y ramas de sauce álamo; hojas de Sauce 
llorón (Marssonina salicicola), y hojas de 
Sauce híbrido (Marssonina kriegeriana) en 
el Delta del Paraná (9). 

El objetivo de este trabajo fue caracteri-
zar la etiología del agente causal median-
te identificación taxonómica tradicional y 
molecular de la especie presente en la re-
gión centro-este de Santa Fe. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Obtención de aislados y condiciones 
de cultivo

El trabajo se llevó a cabo en el Campo 
Experimental de Cultivos Intensivos y Fo-
restales (CECIF) de la Facultad de Ciencias 
Agrarias de la Universidad Nacional del 
Litoral en la localidad de Esperanza, Santa 
Fe (60º50 ́O, 31º25 ́S). Durante dos años 
(2017-2018) se recolectaron hojas con sin-
tomatología de manchas foliares de plantas 
de 15 años de edad. Se trabajó con los cvs 
`Caricia´, `Princesa´ y `Eva´ injertadas so-
bre pie “M.9”, bajo una densidad de plan-
tación de 1250 plantas por hectárea, sobre 
suelo argiudol típico.

Los aislamientos fueron obtenidos a par-
tir de fragmentos (3-5mm) de lesiones con 
presencia de acérvulas, que previamente se 
desinfectaron en 1% de NaOCl (hipoclori-
to de sodio) durante 2 min, para eliminar 
saprofi tos, seguido de tres enjuagues con 
agua destilada estéril (ADE). Los fragmen-
tos se sembraron en medio de cultivo agar 
agua (AA) y se incubaron en la oscuridad 
a 20ºC durante dos semanas. Los conidios 
producidos se extrajeron en ADE y 1 mL 
de la suspensión se esparció mediante es-
pátula de Drigalsky en una placa con AA. 
Luego se incubaron en oscuridad a 20 ± 
1ºC durante dos días, un conidio germina-
do se transfi rió a una placa con Agar Papa 
Dextrosa (APD) enmendado con sulfato de 
estreptomicina 0,5 g.L-1 (19). Los cultivos 
monospóricos obtenidos se conservaron en 
papel de fi ltro a -20ºC y ADE a 25ºC para 
futuras experiencias/ensayos. 
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Caracterización morfométrica de colonias
Colonias de 50-60 días de crecimiento 

en APD se caracterizaron morfológicamen-
te por medio de la observación macroscó-
pica, evaluando color y características del 
micelio, tinción del medio de cultivo y 
tamaño. Microscópicamente se observó la 
forma, color de los conidios y presencia de 
estado sexual o teleomorfo. Mediante el 
programa Image J se midió largo y ancho 
de 50 conidios por aislado y se compararon 
los resultados con la bibliografía existente. 

Extracción de ADN; amplifi cación
mediante PCR y secuenciación

Para realizar la identifi cación molecular, 
se obtuvo el ADN de 4 aislamientos a partir 
de colonias crecidas en medio APD a 20°C 
en oscuridad durante 60 días. Para tal fi n se 
utilizó un protocolo de extracción de ADN 
de rutina (19). Posteriormente se amplifi có, 
mediante la técnica de reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR), la región ITS (del 
inglés “internal transcribed spacer”) del 
ADN nuclear ribosomal (rDNA) utilizando 
los cebadores universales ITS4 (5’-TCC 
TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) / ITS5 
(5´-GGAAGTAAAAGTCGTAACAA-
GG-3´) (32). Todas las amplifi caciones se 
llevaron a cabo en un termociclador Techne 
TC-312 con un volumen de reacción de 20 
μL por muestra. La mezcla de PCR con-
tenía 1× PCR buffer, 2,5 mM MgCl2, 0,4 
μM de cada primer, 0,2 mM dNTPs, 1 U 
of Taq DNA polymerase (PB-L, Productos 
Bio-Lógicos®) y 100 ng de ADN genómi-
co. La amplifi cación se llevó a cabo con una 
temperatura inicial de desnaturalización de 
94º durante 5 min seguido por 34 ciclos de: 
94ºC durante 30 seg, 55ºC durante30 seg 
y 72ºC durante 30 seg. El ciclo de exten-
sión fi nal fue de 72ºC durante 7 min. Los 

productos de PCR se corrieron en un gel de 
agarosa al 1,5%, se tiñeron con GelRedTM 
(Biotium) y se visualizaron con luz ultra-
violeta (UV) en un transiluminador BIO 
View UST-30M-8E. Wavelength 312nm 
(Germany). Las amplifi caciones que fue-
ron positivas se purifi caron y secuenciaron 
en un 3730 XL DNA Analyzer (Applied 
Bio-systems®) en Macrogen (Seoul, Co-
rea). Las secuencias obtenidas fueron eva-
luadas mediante el programa Molecular 
Evolutionary Genetic Analysis (MEGA X) 
para posteriormente compararlas con las 
disponibles en la base de datos pública de 
GenBank (National Center for Biotechno-
logy Information, NCBI) utilizando la he-
rramienta BLAST.

Pruebas de patogenicidad
Se realizaron pruebas de patogenicidad 

en hojas de manzanas de los mismos culti-
vares de los cuales los aislamientos fueron 
extraídos. Para lograr el inóculo se utiliza-
ron colonias de 60 días creciendo en APD 
siguiendo la técnica de Yin et al., (36) ajus-
tando la suspensión a una concentración 
de 1x106 conidios mL-1. Para el ensayo, un 
conjunto de ramas terminales jóvenes con 
5-6 hojas se desinfectaron con hipoclorito 
de sodio 8% por 10 minutos y se plantaron 
individualmente en contenedores de vidrio 
con arena húmeda. Las hojas se inocularon 
rociando 15 mL de la suspensión de coni-
dios. Se cubrieron inmediatamente con una 
bolsa de plástico humedecida (1) y se in-
cubaron en cámara de crecimiento a 20 ± 
1ºC y 12 horas de luz evaluando periódica-
mente la producción de síntomas. Se ino-
cularon 5 ramas por aislamiento y 5 ramas 
fueron rociadas con ADE como control. 
Para completar los postulados de Koch, el 
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microorganismo se re aisló de las lesiones 
generadas a partir de la inoculación y sus 
características se compararon con las ini-
cialmente registradas. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En los años de estudio se registraron di-
ferentes lesiones foliares que se iniciaron a 
mitad de primavera y principios de verano. 
Algunas eran compatibles con antracno-
sis, cuyo agente causal se identifi có como 
Colletotrichum spp.; otras eran lesiones re-
dondeadas con presencia de tejido necróti-
co, cuyo agente causal se determinó como 
Alternaria spp. y las de mayor relevancia 
fueron lesiones necróticas, pequeñas, a 

Figura 1: Síntomas de etiología desconocida observados en el campo. A) Hoja con lesiones inicia-
les observados la primera semana de noviembre, B) Hoja con lesiones y amarilleo característico 
observados a mediados de diciembre. En el recuadro ampliado se muestran las acérvulas (a) in-
maduras y masa de conidios (m), C) Defoliación en árbol de manzano infectado. En el recuadro 
ampliado se observa en detalle las hojas infectadas, las lesiones necróticas son visibles solo en el 
haz de la misma.

veces como puntos aislados y otras como 
manchas difusas aracnoides, irregulares 
aisladas o confl uentes, de color pardo, en 
ocasiones rodeadas de un halo rojizo y que 
con el tiempo provocaban amarilleo y caída 
de las hojas. Las características distintivas 
que presentaban estas lesiones fue que rara 
vez su efecto se hacía notorio en la parte 
abaxial de la hoja, presentándose las man-
chas sólo en la cara adaxial. Sobre estas le-
siones la mayoría de las veces fueron visi-
bles pequeños puntos oscuros (como cabe-
zas de alfi leres) constituídos por acérvulas 
subcuticulares errumpentes, liberando una 
masa color blanco de conidios (Fig. 1). Para 
identifi car al agente causal de esta sintoma-
tología se obtuvieron muestras que fueron 
llevadas al laboratorio para su estudio. 

 



48                                                                       |  Revista FAVE - Ciencias Agrarias 19 (1) 2020

L. Fernandez et al.

Caracterización morfométrica
y molecular de aislados

A partir de las lesiones previamente des-
criptas, se obtuvieron 9 aislados (tres de 
cada cv. de manzano) con características 
del género Marssonina spp. Éstos no pre-
sentaron diferencias en sus aspectos morfo-
taxonómicos por lo que se seleccionaron al 
azar 4 (E, P21, C, C12) para las diferentes 
evaluaciones. Este hongo es particularmen-
te difícil de cultivar in vitro porque crece 
muy lentamente en medios artifi ciales, lo 
que aumenta la probabilidad de contami-
naciones (12, 19). Así, luego de 60 días 
de incubación a 20 ± 1°C, las colonias al-
canzaron hasta 10 mm de diámetro y 1-5 
mm de alto, con márgenes irregulares, de 
color marrón claro y centro de color pardo 
oscuro, conformado por una masa compac-
ta de conidios. El micelio se veía inmerso, 
semi-hialino y septado. Cuando las colo-

nias empezaban a envejecer se tornaban 
color marrón oscuro – negro y con aspecto 
arrugado en su superfi cie. Los conidios ob-
servados en todos los aislamientos fueron 
hialinos, ligeramente curvados, ovoides, 
bi-celular con diferencias de tamaño entre 
una célula y otra, ocasionalmente se obser-
varon conidios con tres células. La célula 
superior generalmente era de mayor tama-
ño y la inferior más atenuada en su base y 
con un ápice trunco (Fig. 2). Además pudo 
observarse entre uno y tres núcleos dentro 
de cada célula. El valor medio del largo y 
ancho de los conidios fue 15,23 ± 1,49 μm 
(11,66-18,87 μm) y 5,47 ± 0,52 μm (4,39-
6,53 μm). Todas estas características morfo-
lógicas de las colonias y conidios del hongo 
son consistentes con las reportadas para M. 
coronaria, teleomorfo Diplocarpon mali  
(12, 13, 15, 19, 20, 28, 29, 31, 37). 

 

Figura 2: Características morfométricas de colonia de M. coronaria luego de 60 días creciendo en 
APD; A-B) Colonias de frente y de revés, respectivamente. Colonia de superfi cie de aspecto rugoso, 
de color marrón oscuro con escaso micelio aéreo; de bordes irregulares y sin tinción del medio 
de cultivo; C) Detalle de los bordes de la colonia mostrando masa de conidios (c) y avance del 
micelio (Mi); D) Conidios hialinos con dos y tres células, constreñidas en el tabique; E) Acérvula; 
F) Conidio con conidióforo (co). Barras de escalas = 10 μm.
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Las regiones de ITS amplifi cadas para 
los primers ITS4/ITS5 rondaron los 525 pb. 
Los resultados de BLAST revelaron 100% 
de identidad con la secuencia de M. coro-
naria Henn (Forma perfecta Diplocarpon 
mali Harada & Sawamura) disponible en 
NCBI  (código de acceso AB609191). Las 
secuencias fueron depositadas en la base de 
datos de nucleótidos de NCBI bajo los nú-
meros de acceso de GenBank MN535179, 
MN535180; MN535181 y MN535182. Es-
tas regiones génicas ya han sido utilizadas 
con éxito por Lee et al., (19) para identi-
fi car a Marssonina coronaria afectando 
plantaciones de manzanos de Gyeongbuk 
(Korea) y por Phurailatpam et al., (24) para 
manzanos de Himachal Pradesh (India) y 
han demostrado el potencial de las secuen-
cias para la determinación de especies.

Pruebas de patogenicidad
Identifi cado el patógeno, se realizaron las 

pruebas de patogenicidad para confi rmar que 
el hongo aislado era el que realmente estaba 
causando esa defoliación temprana. Como 
puede observarse en la Figura 3, los aislados 
fueron capaces de producir las lesiones típi-
cas de Marssonina spp. Los síntomas inicia-
les; manchas necróticas pequeñas (4-6 mm) 
color marrón oscuro, a veces rodeadas de 
un halo color rojizo; se observaron a los 15 
días post inoculación (dpi). A medida que la 
infección progresaba, las lesiones crecieron 
en diámetro y empezaron a coalescer tornán-
dose oscuras e irregulares. Sobre las lesiones 
más viejas se desarrollaron acérvulas en la 
parte central del tejido necrosado. Las hojas 
del grupo control se mantuvieron sanas hasta 
el fi nal del ensayo. Estos resultados sugieren 

 

Figura 3: Pruebas de patogenicidad. A) Lesiones iniciales típicas de M. coronaria, de 3-6 mm de 
diámetro (15 dpi) sobre cv “Caricia”. En el recuadro ampliado se muestra el detalle de las lesiones 
necróticas sin presencia de estructuras reproductivas visibles; B) Avance de lesiones luego de 21 
dpi. En el recuadro ampliado se muestra el desarrollo de acérvulas sobre las lesiones.
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que el hongo necesita un período prolonga-
do, con presencia de humedad elevada, para 
producir una infección exitosa. Esto explica 
parcialmente por qué la sintomatología ge-
neralmente comienza después de la lluvia y 
ocurre principalmente en los meses de no-
viembre y diciembre. Sharma et al., (29) tras 
ensayos en invernadero y campo en India de-
terminaron que las infecciones por Marsso-
nina se producen con temperaturas de 20ºC y 
humedad de 100%; con mojado en hojas por 
40 hs, llegando a producir estas condiciones 
brotes epidémicos. Los mismos resultados 
fueron confi rmados por Lee et al. (19).

Para cumplimentar con los postulados 
de Koch, el patógeno fue re-aislado de las 
lesiones producidas artifi cialmente; al com-
parar sus características morfométricas las 
mismas fueron coincidentes con las previa-
mente descriptas para el género Marssonina. 

Para nuestro conocimiento, esta es la 
primera vez que se registra a M. coronaria 
afectando hojas de manzano en Argentina. 
Los reportes que existen en el país para éste 
género refi eren sólo a infecciones en estolo-
nes y pecíolos de frutilla, hoja de rosales, ho-
jas y ramas de salicáceas (4, 5, 9, 34). A nivel 
mundial, Marssonina coronaria se registró 
afectando árboles de  manzano en Japón (20), 
Canadá (23), Korea (19), India (27), Italia 
(31), China (16, 21), Panamá (25), Alemania, 
Suecia (14), Francia (18), Croacia (15) y Bra-
sil (17) generando importantes problemas en 
la producción, afectando directamente el vigor 
de las plantas y la fl oración de años siguientes. 
Es para destacar que en Brasil la enfermedad 
se reporta para plantaciones de manzanos del 
cv. `Eva´; éste es uno de los tres cultivares 
que también se encuentran implantados en la 
región Centro de Santa Fe. Junto a `Caricia´, 
`Princesa´, `Condessa´ y `Annabella´ son los 
que conforman las plantaciones que se regis-
tran en el centro norte entrerriano, San Luis 

del Palmar y Santa Rosa (Corrientes), Cerro 
Azul (Misiones), Colonia Caroya (Córdoba) 
y localidades de Catamarca, La Rioja,  Tucu-
mán y Buenos Aires, enfatizando la impor-
tancia de seguir profundizando en el estudio 
de ésta patología; especialmente en lo que 
hace a susceptibilidad varietal. A nivel mun-
dial, Li et al. (22) trabajó evaluando la tole-
rancia a campo a M. coronaria y Alternaria 
alternata de 74 cultivares y portainjertos de 
manzano utilizados comúnmente en China 
reportando al 65% de éstos como altamente 
susceptibles. Por otra parte, Yin et al. (35) 
evaluaron 28 cultivares y 39 biotipos o es-
pecies de manzanos tradicionales en la zona 
de Shaanxi (China) mediante inoculaciones 
de hojas in vitro y en vivo demostrando dife-
rencias en la susceptibilidad a M. coronaria. 
Hasta la fecha, no se registran informes so-
bre la evaluación e identifi cación de la resis-
tencia a este patógeno fúngico en cultivares 
de manzano de bajos requerimientos de frío 
y portainjertos comúnmente utilizados en 
Argentina, lo que resalta la importancia de 
profundizar este tema.

CONCLUSIONES

Este estudio determinó a M. corona-
ria como la especie responsable de causar 
manchas foliares en manzanos de la Pro-
vincia de Santa Fe. En nuestro conocimien-
to, este resulta el primer reporte de la enfer-
medad afectando árboles de manzanos en el 
país. En función de los resultados obtenidos, 
se continuará trabajando para determinar las 
fuentes de sobrevivencia, la susceptibilidad 
de los diferentes cultivares de manzanos y se 
realizarán ensayos de sensibilidad a diferentes 
fungicidas para lograr establecer estrategias de 
manejo. 
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