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Resumen

El cultivo de frutilla (Fragaria x ananassa Dutch.) posee gran importancia en Argentina, con
aproximadamente 1500 hectdreas cultivadas. En el afio 2013 se observaron dafios severos en plantas de
frutilla en lotes productivos de Corrientes, Tucuman y Santa Fe (Argentina). Los sintomas incluian zonas
internervales necréticas rojizas, de color 6xido en las hojas mas viejas, ademas de lesiones necrdticas en
frutos, raices y corona. A través de sucesivos monitoreos, recoleccion de muestras, aislamientos y
secuenciacién de fragmentos de ADN del patégeno, se logré identificar a Neopestalotiopsis clavispora como
el agente causal de dicha enfermedad. Debido a las condiciones ambientales, este patdgeno representa una
severa amenaza para el cultivo, provocando pérdidas considerables, con incidencias de hasta 70% en lotes
productivos de la provincia de Corrientes. Para evitar pérdidas econdmicas, es necesario realizar un manejo
integrado de la enfermedad.

Taxonomia de Neopestalotiopsis

Introduccion

En Argentina, se cultivan aproximadamente 1500
hectdreas de frutilla (Fragaria x ananassa Dutch.)
con rendimientos que varian de 45 a 51 mil
toneladas. Las provincias de Santa Fe, Tucuman,
Buenos Aires, Jujuy, Corrientes y la regién
Patagonia se destacan en la produccién de este
cultivo (Kirschbaum et al., 2017).

La frutilla es afectada por diferentes patégenos,
entre ellos Neopestalotiopsis clavispora. Este
hongo fue identificado por primera vez en
Argentina en el afio 2018 (Obregdn et al., 2018)
en Corrientes. A partir de ese momento, se
iniciaron investigaciones para conocer
caracteristicas bioldgicas, epidemioldgicas y de
manejo.

Este género pertenece a la division Ascomycota y
se encuentra ubicado dentro de la familia
Amphisphaeriaceae. Recientemente,
Maharachchikumbura et al. (2014) propusieron
dividir el género Pestalotiopsis en tres en funcion
de caracteristicas morfoldgicas y del analisis
filogenético de secuencias: Pestalotiopsis,
Neopestalotiopsis y Pseudopestalotiopsis. En
base a ello, se distinguieron 30 clados de
Neopestalotiopsis, 43 de Pestalotiopsis y 3 de
Pseudopestalotiopsis.

Sintomatologia

El sintoma principal se observa en hojas, y
consiste en zonas internervales necréticas
rojizas, de color 6xido en las hojas mas viejas,
comenzando desde los margenes y cubriendo


mailto:aafitopatologos@yahoo.com.ar
mailto:obregon.veronica@inta.gob.ar

toda la hoja a medida que la enfermedad avanza
(Figura 1). Estos sintomas estan asociados a areas
necréticas y decoloracién de las raices y la corona
(Obregon et al., 2020). La zona necrdtica puede
aparecer en la parte superior o inferior de la
corona, es decir que no posee un patrén de
distribucion. En cuanto a los frutos,
frecuentemente presentan lesiones necrdticas
circulares a ovaladas que se extienden desde la
insercién de los sépalos hacia el centro de los
frutos.

Neopestalotiopsis clavispora provoca pérdidas
considerables ya que causa la muerte de las
plantas, alcanzando altos valores de incidencia en
Corrientes debido a las elevadas temperaturas y
humedad, condiciones ambientales que
favorecen el desarrollo de este patdgeno.

En Argentina, se han observado dafios severos en
plantas de frutilla en campos productivos de las
localidades de Bella Vista, Corrientes, Famailla y
Coronda desde el afio 2013. A raiz de esa
situacidon, el Laboratorio de Fitopatologia
Horticola de la EEA Bella Vista del INTA inicié una
serie de ensayos para generar informacion sobre
esta nueva enfermedad. A continuacidén, se
presenta una revision de los trabajos realizados
por el Laboratorio para caracterizar al patégenoy
su epidemiologia en Bella Vista, Corrientes.

Caracterizacion del agente causal

La determinacion del agente causal del
marchitamiento de corona y raices de frutillay la
evaluacién de su comportamiento/distribucion a
Tabla 1. Origen de las muestras de este estudio.

campo son factores claves para manejar la
enfermedad.

Recoleccidon de muestras y aislamientos

Para aislar al patégeno se tomaron muestras de
corona y raices de plantas de frutilla con los
sintomas antes descriptos, de diferentes zonas
productivas durante los afios 2017-2021. Se
extrajeron pequefios trozos de tejido sintomatico
de corona y raices y se desinfectaron con
hipoclorito de sodio (NaClO) al 2% durante un
minuto y etanol al 70% durante otro minuto, se
enjuagaron tres veces con agua destilada estéril
y finalmente se secaron en un gabinete de flujo
laminar. Estas secciones de tejido desinfectado se
colocaron en placas con agar papa glucosado
(APG: 17 g/I de agar, 200 g/| de papa hervida, 8
g/l de glucosa). Los frutos con sintomas, se
dejaron en camara humeda durante 24h a
temperatura ambiente y el micelio formado se
transfiri6 a placas con APG. Todos los
aislamientos se incubaron a temperatura
ambiente (26°C  2°C).

Para examinar las caracteristicas morfoldgicas, se
depositd un disco micelial de cultivo puro en el
centro de la placa de Petri con medio APG y se
incubd durante 7 dias a temperatura ambiente.
Se observo color, textura, forma y pigmentacion
de la colonia. Los conidios obtenidos en APG se
observaron en microscopio dptico, y se registrd
longitud, ancho, color, numero de septos
trasversales de 50 conidios al azar.

Id. Muestra Tejido afectado Variedad Origen
P1237 Corona Festival Bella Vista
P1248 Raiz Festival Bella Vista
P1H Hoja Benicia Tucuman

P2 Corona Benicia Tucuman

P5 Corona Benicia Tucuman
1638 Corona S/D Buenos Aires
1664 Fruto Camino real Corrientes
M1690" Corona s/D Corrientes
M1686" Corona Geranium dissectum Santa Fe

*muestras de malezas con sintomas similares a los observados en las plantas de frutilla

S/D sin datos



Ensayos de patogenicidad

Inoculacién en corona: se colocaron plantas de
frutilla sanas en macetas de 12 cm de diametro
con sustrato estéril (turba/perlita en relacién 1:1,
V/V). Se inocularon 5 plantas por cada aislado. Se
depositd un disco micelial de 5 mm de didametro
cultivado en APG en una pequeia herida
realizada en la corona y se cubrié con algoddn
humedo. Como tratamiento control, se utilizaron
discos de APG estériles siguiendo la misma
metodologia. Las plantas fueron llevadas a un
invernadero donde se las cubrié con bolsas
plasticas durante cinco dias para mantener la
humedad.

Inoculacion en frutos: el método fue similar al
paso anterior, donde el disco micelial se depositd
sobre el fruto maduro de plantas sanas.
Extraccidon de ADN y amplificacién

Los aislados se dejaron crecer en placas con
medio APG durante aproximadamente 7 dias,
una vez formado el micelio se retird con espatula
y se colocd en tubos eppendorf de 2,0 ml. Para la
extraccion de ADN se utilizd el protocolo de
Palocci et al. (1999).

Se amplificd la region ITS (Internal Transcribed
Spacer) del ARNr utilizando los oligonucleétidos
universales 1TS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) e
ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) (White et
al. 1990; Chamorro et al., 2015; Zhao et al.,
2016).

Se realizé la secuenciacion de los productos de
PCR (Macrogen Inc.). Las secuencias obtenidas se
compararon con las depositadas en el GenBank
(NIH), utilizando el programa MEGA?7 (Altschul et
al., 1997).

Resultados

Todos los aislamientos formaron colonias
circulares algodonosas blancas sobre el lado
superior del medio y de pigmentacion amarilla
clara en el reverso. Al cabo de 7 dias de
incubacién se formaron acérvulas oscuras en el
medio. Los conidios fueron fusiformes a
elipsoides, con 5 células versicolor (que consisten
en dos células hialinas una apical y otra basal, y
tres células medianas marrones) de 8,6 x 24,6 um
(ancho x largo; n=50). Los conidios poseen un
apéndice basal y 2 a 4 apicales (Figura 2). De
acuerdo con la morfologia de la colonia y
conidios, los aislados se identificaron como

Neopestalotiopsis clavispora
(Maharachchikumbura et al., 2014).

Los ensayos de patogenicidad indicaron que
todos los aislados de corona y raices fueron
patogénicos. Los sintomas fueron similares a los
encontrados en el campo en infecciones
naturales, después de 10 dias de incubacién en
invernadero las plantas exhibieron sintomas de
necrosis entre las nervaduras de las hojas,
muerte de hojas y de las plantas. Se observd
también necrosis en tejido de las coronas. No se
observd sintomas en las plantas testigo. Se
obtuvieron nuevos aislamientos de las plantas
inoculadas, con caracteristicas morfoldgicas y
culturales idénticas a los aislamientos originales.
La identificacion molecular arrojé 100% de
similitud con N. clavispora de secuencias
depositadas en el GenBank (nimeros de acceso
KR052094 y KM264343).

Ensayo in vitro de fungicidas

Se evalué in vitro el efecto de 7 fungicidas sobre
la inhibicion del crecimiento micelial de N.
clavispora (Obregon et al., 2018).

Los fungicidas evaluados fueron: Captan (83%),
Clorotalonil (72%), Iprodione (50%), Carbendazim
(50%), Boscalid + Pyraclostrobin (12,8% + 25,2%),
Azoxistrobina + Difenoconazole (20% + 12,5%) y
Cyprodynil + Fludioxonil (37,5% + 25%) a dosis
comerciales. Se utilizo la técnica de dilucidn en
placa con agar que consisti6 en mezclar una
solucién acuosa del fungicida (2 ml por
repeticién) con el medio de cultivo agar papa
glucosado (APG), pH 6,5. Posteriormente, se
colocd un disco de 7 mm de didametro de micelio
del hongo en el centro de la caja de Petri y se
incubd a temperatura ambiente. Los controles se
sembraron sobre el medio de cultivo sin la
adicion de fungicidas y se midid el diametro de la
colonia para cada tratamiento. Las mediciones se
realizaron hasta que el testigo cubrié totalmente
la caja de Petri (90 mm). Se utilizé un disefio
completamente  aleatorizado con  cuatro
repeticiones por tratamiento (4 cajas de Petri por
tratamiento). Estos datos fueron utilizados para
determinar el porcentaje de inhibicion del
crecimiento (PIC). Se realizd andlisis de varianza
con el programa InfoStat y las diferencias entre
medias de tratamientos con la prueba de Tukey
(a<0,05).



Se observaron diferencias significativas entre
tratamientos, donde los fungicidas que
mostraron mayor efectividad en el porcentaje de
inhibicién de crecimiento fueron Cyprodynil +
Fludioxonil (80%), Boscalid + Pyraclostrobin
(77%) y Azoxistrobina + Difenoconazole (75%). Se
podria inferir que los fungicidas mencionados
tienen mayores posibilidades para el control de
N. clavispora. El resto de los tratamientos
arrojaron valores de inhibicién de crecimiento
muy bajos.

Epidemiologia

El conocimiento de las caracteristicas de su ciclo
biolégico y aspectos epidemiolégicos son
factores indispensables para el manejo adecuado
de la enfermedad. Por este motivo, se realizaron
monitoreos quincenales en 2 variedades de
frutilla, Festival y Sensation, implantadas bajo 2
sistemas de produccién utilizados en diferentes
zonas productivas de frutilla: macrotunel y
microtunel, sistema forzado y semiforzado,
respectivamente. Los lotes consistieron en 3
repeticiones de 15 plantas cada una por
tratamiento. El ensayo se llevd a cabo en lotes
experimentales de la EEA Bella Vista.

Las plantas cultivadas en microtunel arrojaron
valores de incidencia superiores a aquellas
cultivadas en macrotunel (Figura 3). En la
variedad Sensation en microtunel se observé un
71% de incidencia y en macrotunel solo 35%. En
cuanto a la variedad Festival, la incidencia fue
menor en los dos sistemas de produccidn, 47% en
microtunel y 29 % en macrotunel. Hubo mayor
incidencia de la enfermedad en microtunel
debido a que es un sistema de produccién semi-
forzado, lo que implica que las plantas
permanecen expuestas durante los meses mas
calidos vy lluviosos, a diferencia del macrotunel
cuya estructura es fija. En la variedad Sensation
se observé mayor susceptibilidad (lbafiez et al.,
2022).

Consideraciones finales

Los estudios morfolégicos, moleculares vy
patogenicidad permitieron confirmar que
Neopestalotiopsis clavispora es agente causal de
la podredumbre de raiz y corona en plantas de
frutilla. Actualmente resulta preocupante la
aparicién de sintomas en frutos y el dafio directo

gue ocasiona. Provoca dafios severos en campos
en Corrientes, Tucumdn y Santa Fe. Existen
fungicidas con posibilidad para el control de la
enfermedad, aunque se debe seguir ensayando.
La incidencia de la enfermedad es mayor en
sistemas de produccion semi-forzado.
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Figura 1. Sintomas de podredumbre de corona y raices en plantas de frutilla provocada por
Neopestalotiopsis clavispora.



Figura 2. A. Frutos de frutilla con lesidon provocada por Neopestalotiopsis clavispora. B. Colonia de N.

clavispora en medio APG luego de 7 dias de incubacion. C-D. Conidios del hongo en microscopio
estereoscopico (40x).
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Figura 3. Incidencia promedio segun sistema de produccidn y variedad realizada en lote demostrativo de la
EEA Bella Vista.
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