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INTRODUCCION

La manzana es una de las frutas mas ampliamente cultivadas en Argentina. Dadas las
exigencias de frio de este cultivo, las zonas tradicionales de produccion son la Provincias
de Neuquén y Valle de Rio Negro (Patagonia Norte) que concentran el 80% de la
produccién (Bruzone, 2008).

En la Provincia de Santa Fe, los inviernos son suaves y estos requerimientos no logran
completarse. No obstante en la actualidad y merced a trabajos de mejoramiento genético
resultaron en el lanzamiento de tres cultivares de bajos requerimientos de frio: “Caricia”
(IAPAR 77; 'Anna' x 'Prima’), “Princesa” ('Anna' x 'NJ56') y “Eva” (IAPAR 75; 'Anna' x
'Gala"). Desde hace 15 afios, estos fueron introduciéndose en campos de la Provincia de
Santa Fe y su comportamiento productivo ha sido muy propicio (Gariglio et al., 2014) por
lo que actualmente resultan una alternativa de diversificacion productiva para las fincas
horticolas de la zona Centro - Este de la provincia.

Sin embargo, la incorporacién de nuevos cultivos trae nuevas interrogantes a resolver,
como por ejemplo, la falta de conocimientos acerca de las enfermedades que los afectan.
Asi, desde el ano 2011 la produccién de manzanas ha atravesado distintas problematicas
fitosanitarias, dentro de las que se registran muerte de plantas por Bofryosphaeria dotidea
(Rista et al, 2011), podredumbre amarga por Colletotrichum siamense (Fernandez et al.
2018) y podredumbre de frutos por Botryosphaeria sp.

Durante el seguimiento de cultivos de manzana en la campafia 2017-2018, en los meses
de noviembre-diciembre se pudo apreciar un incremento de manchas foliares que provocé
una defoliacion anticipada en campos frutales de mas de 10 afos. Las caracteristicas de
la sintomatologia observada a campo coincidirian con aquellos citados para Marssonina
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ssp (Fernandez Valiella, 1978, Sharma et al., 2004, Kretzschmar et al., 2005, Back &
Jung, 2014, Back et al., 2015). Las lesiones tipicas de éste patdgeno se caracterizan por
manchas foliares de color pardo oscuro con pequefias 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 amarillas y se caen (Takahashi y Sawamura
1990). Este patégeno se propaga por el agua (lluvia, riego por aspersién) y para la
germinacion de los conidios se requiere una humedad relativa alta, 92% o mas, durante
un tiempo minimo de seis horas.

Marssonina spp. fue reportada en paises como Corea y China, en América del Norte, y en
paises de Europa, provocando defoliaciones de hasta el 87% que se traducen en
importantes pérdidas econdémicas, reduciendo la cantidad y calidad de las manzanas y
afectando el inicio de la floracién siguiente (Harada et al., 1974, Lee & Shin, 2000; Lee et
al., 2011; Woéhner & Emeriewen, 2019).

En Argentina no se registran informes de éste patégeno para hojas de manzanos;
asi los reportes existentes para Marssonina se limitan a hojas, estolones y peciolos de
frutilla (M. fragariae) (Fernandez Valiella, 1978); hojas de rosa sp (M. rosae) en
Corrientes y Noroeste Argentino (Bonacic Kresic & Campagnac, 1982; Cabrear et al,,
2006; Wright et al., 2001), salicaceas (M. nigricans) en Mendoza (Lucero et al., 2011),
hojas y ramas de sauce alamo (Salix alba v. calva); hojas de Sauce llorén (Salix
babylonica) con (M. salicicola), hojas de Sauce hibrido (S. x argentinensis cv. Hibrido) (M.
kriegeriana) en el Delta del Parana (Fernandez Valiella, 1978). De lo expuesto hasta aqui
se desprende la importancia de la generacién de informacién nacional y regional sobre el
conocimiento del/los agentes causales de mancha foliar en plantaciones de manzano;
para poder establecer estrategias de manejo integrado, convenientes y oportunas para el
control de dicha sintomatologia.

OBJETIVOS

o Contribuir al conocimiento y caracterizacion etiolégica y epidemiolégica de
patégenos causantes de manchas foliares en manzanos de la Provincia de Santa Fe.

METODOLOGIA

El trabajo se llevd a cabo en el Campo Experimental de Cultivos Intensivos y Forestales
(CECIF) perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias. Se recolectaron hojas con
sintomatologia de manchas foliares de los cvs "Caricia’”, ‘Princesa” y '‘Eva’. Para la
obtenciéon de aislamientos, a partir de los margenes de lesiones que desarrollaban
acérvulas, se cortaron fragmentos de 3 a 5 mm y previo a la siembra en medio de cultivo
AA (agar agua) se acondicionaron mediante técnica de desinfecciéon seriada. Luego se
incubaron en la oscuridad a 20°C por dos semanas. Para la produccién de cultivos
monosporicos en APD se utilizd la técnica propuesta por Lee et al. (2011). Los cultivos
obtenidos se conservaron en papel de filtro y Agua Destilada Estéril (ADE) a 25°C para
futuros usos.

Colonias de 60 dias de crecimiento en APD se caracterizaron morfolégica y
fenotipicamente. Ademas se evaluaron caracteristicas microscépicas y mediante el
programa Image J se medié largo y ancho de 50 conidios por aislado y se compararon los
resultados con la bibliografia existente.

Por tratarse de un patégeno no reportado en la regiébn se realizaron pruebas de
patogenicidad en hojas de manzanas de los mismos cultivares de los cuales los
aislamientos fueron extraidos. Para lograr el inéculo se utilizd la técnica de Yin et al.
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(2013) ajustando la concentracion a 1x10° conidios mI™". Para el ensayo, un conjunto de
ramas terminales jévenes con 5-6 hojas, se inocularon mediante la técnica propuesta por
Alaniz et al. (2018) y se incubaron a 25 + 1°C y 12 horas de fotoperiodo evaluando
periddicamente la reproduccion de sintomas. Las ramas con hojas control fueron rociadas
con ADE. Para completar los postulados de Koch, el microorganismo se re aisloé de las
lesiones generadas a partir de la inoculacién y sus caracteristicas se compararon con las
inicialmente registradas.

Ante la falta de datos concretos de los sitios de sobrevivencia de éste patdgeno,
especialmente para cultivos de manzanos, se estudidé la sobrevivencia de Marssonina
spp. durante el afio 2018. Se muestrearon en tres épocas del afio hojas caidas, ramas de
poda y frutos momificados en el suelo, mientras que de la parte aérea se extrajeron
yemas, flores y hojas. La expresion del signo de Marssonina spp se forzd segun la
metodologia utilizada por Hamada & De-Mio (2012). Las muestras de tejido vegetal
obtenidas en el campo se llevaron al laboratorio y se colocaron en bandejas a -18 °C por
una hora y luego colocadas en oscuridad a 24°C por 5 dias. Mediante lupa y microscopio
se procedié a observar la presencia o0 ausencia del signo.

Resultados y Discusion

En los afios de estudio (2017-2019) se registraron diferentes lesiones foliares, siendo las
de mayor relevancia lesiones necroticas, pequefas, marrones, que al aumentar en
tamano coalescian y con el tiempo provocaban amarilleo y caida de las hojas. De ésta
sintomatologia se aisl6 Marssonina spp.

Marssonina spp. es particularmente dificil de cultivar in vitro porque crece muy lentamente
en medios artificiales, lo que aumenta la probabilidad de contaminaciones (Harada et al.,
1974; Lee, 2011). Asi se lograron 9 aislados (tres de cada cv. de manzano) con
caracteristicas de éste género. Luego de 60 dias de incubacion a 20 + 1°C, las colonias
alcanzaron un diametro de hasta 10 mm de ancho y 1-5 mm de alto, con margenes de
color marrén claro, irregulares y centro de color marrén oscuro, conformada por una masa
compacta de conidios. El micelio se veia inmerso, semi-hialino y septado. Cuando las
colonias empezaban a envejecer se tornaban color marréon oscuro — negro y con aspecto
arrugado en su superficie, coincidiendo estas caracteristicas morfoldgicas con las que
reportan Tamietti & Matta (2003), Sharma et al., (2009) y Lee (2011) para el género
Marssonina. Los conidios observados en todos los aislamientos fueron hialinos,
ligeramente curvados, ovoides, bi-celular con diferencias de tamafo entre una célula y
otra, ocasionalmente se observaron conidios con tres células. Ademas pudo observarse
entre uno y tres nucleos dentro de cada célula. El valor medio del largo y ancho de los
conidios fue de 17,8 £ 3,1 ym x 7,7 £ 1,9 um. Los mismos se encontraban sostenidos por
conidiéforos cortos. Todas estas caracteristicas morfolégicas se corresponden con las
reportadas para Marssonina coronaria, teleomorfo Diplocarpon mali (Harada et al., 1974;
Lee & Shin, 2000; Heidenreich & Turechek, 2001; Sharma et al., 2004; Lee et al., 2011;
Zhao et al., 2013, Ivi¢ et al., 2017).

En nuestro sistema productivo no se registré desarrollo de estructuras de origen sexual, lo
que indicaria que el patdbgeno permanece latente en forma de acérvulas/conidios en
brotes esporadicos que se producen durante el reposo invernal de los frutales, en ramas
y/o en hojarascas. Los inviernos de la regién, si bien son marcados, registran eventuales
situaciones con temperaturas por encima de las medias que se reflejan a campo con
arboles de manzanos que presentan brotes desarrollados y hojas expuestas. Muestras
tomadas para verificar sitios de sobrevivencia del patégeno indicaron la presencia de
conidios de Marssonina en hojas y ramitas jévenes. En Argentina no existen reportes de
la forma de sobrevivencia de esta especie; sbélo se registran reportes de Fernandez
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Valiella (1978) indicando como probable sitio de sobrevivencia de M. salicicola los
cancros que se forman en ramas y ramitas de sauce; mientras que Vegh (1974) citado por
Fernandez Valiella (1978) indicaria la formacion de apotecios en hojas caidas durante el
otofio que en primavera se activarian para infectar las nuevas hojas. Estos datos nos
estarian sefialando otro factor a tener en cuenta al momento de disefiar estrategias de
manejo. Posteriormente se procedié a realizar pruebas de patogenicidad. Todos los
aislados fueron capaces de producir las lesiones tipicas de Marssonina. Para
cumplimentar con los postulados de Koch, el patéogeno fue re-aislado coincidiendo sus
caracteristicas morfométricas con las inicialmente descriptas para el género Marssonina.
Para nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se registra a Marssonina coronaria
afectando manzano en Argentina. A nivel mundial, Marssonina coronaria es la especie
que se registrd en arboles de manzano en Japén, Canada, Korea, India, Italia (Engler
1906; Parmelee 1971 ; Lee & Shin 2000 ; Sharma 2000; Tamietti & Matta 2003 ),
China (Jiang et al., 2005 ; Li et al., 2005; Zhou et al., 2008 ; Zhao et al., 2009 ), Panama
(Piepenbring et al., 2011), Alemania, Suecia (Hinrichs-Berger & Miiller, 2013), Francia (Le
Corre, 2015), Croacia (lvic et al., 2017) y Brasil (Kretzschmar et al., 2005) generando
importantes problemas en la produccion, afectando directamente el vigor de las plantas y
la floracion de afios siguientes. Es para destacar que en Brasil el reporte de la
enfermedad se realiz6 sobre plantaciones de manzanos del cv EVA; éste es uno de los
tres cultivares que se encuentran implantados en la regién Centro de Santa Fe. Junto a
Caricia, Princesa, Condessa y Annabella son los que conforman las plantaciones que se
registran en el centro norte entrerriano, San Luis del Palmar y Santa Rosa (Corrientes),
Cerro Azul (Misiones), Colonia Caroya (Coérdoba) y localidades de Catamarca, La
Rioja, Tucuman y Buenos Aires, marcando esto la importancia para seguir profundizando
el estudio de ésta patologia. Ante esto, en proceso de avance y a la espera de resultados
se encuentra la caracterizaciéon molecular de los aislados obtenidos.

CONCLUSIONES

La caracterizacion morfométrica indicé que todos los aislados pertenecen al género
Marssonina. Este analisis permitié aproximarnos a M. coronaria como la especie asociada
a los sintomas de mancha foliar, pero el analisis filogenético y de secuencias de ITS
debera confirmar esto. Las pruebas de patogenicidad demostraron que Marssonina es la
especie responsable de causar mancha foliares en manzanos de la Provincia de Santa
Fe. En funcion de los resultados obtenidos, se continuara trabajando para determinar la
existencia de otras fuentes de sobrevivencia y se realizaran ensayos de sensibilidad a
diferentes fungicidas para lograr establecer una estrategia de manejo.
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