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1. INTRODUCCION

La frutilla (Fragaria x ananassa Duch.) es el tercer cultivo bajo proteccion mas
importante en el departamento de Salto, Uruguay. Se concentra bésicamente en dos
regiones, en el sur, principalmente San José y Canelones con 87 hectareas y una
produccion anual de 1450 toneladas, en el litoral norte, particularmente en Salto con
unas 42 hectareas produciendo 1720 toneladas (MGAP. DIEA, 2015).

Dentro de los principales problemas del cultivo se encuentran las enfermedades
de raiz y corona que producen la muerte de plantas afectando directamente el
rendimiento. En plantas comerciales, las enfermedades son endémicas en Norte y
Sudamérica, Europa y Asia (Maas, 1984).

Rebellato y Monteiro (1987) observaron hasta un 40 % de muerte de plantas de
frutilla en el litoral norte de Uruguay. En el afio 2015 se detectd una disminucion en el
rendimiento de cultivos de la zona debido a una importante mortandad de plantas
(MGAP. DIGEGRA, 2015).

El presente trabajo tuvo como objetivo identificar los organismos asociados a
enfermedades de raiz y corona que causan la muerte de plantas de frutilla en el litoral
norte.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ORIGEN

La frutilla o fresa es una planta de la familia de las Rosaceas, subfamilia
Rosoideas, tribu Potentillea y género Fragaria (Folquer, 1986).

Segln Reed, citado por Darrow (1966), se llegaron a describir méas de 45
especies dentro del género Fragaria, investigaciones recientes relacionadas con la
constitucion cromosomica permitieron clarificar el confuso panorama sistematico,
reduciéndose a 11 el numero de especies validas, todas las cuales poseen una estructura
genética comin con genomios de 7 cromosomas. Esto indicaria la existencia de un
ancestro Unico para todas las especies de Fragaria.

La frutilla “de gran fruto”, moderna, apareci0 como consecuencia de
cruzamientos casuales producidos en Europa entre F. chiloensis y F. virginiana,
designados por Duchesne con el nombre cientifico Fragaria x ananassa Duch. o
simplemente Fragaria ananassa Duch., que paso a constituir la especie boténica basica
de las variedades de frutilla comerciales (Folquer, 1986).

2.2. DESCRIPCION BOTANICA

Fragaria ananassa es una planta herbacea de bajo porte, que persiste varios
afios, especialmente en los climas frescos, como es l6gico si tenemos en cuenta los
centros de origen de sus formas ancestrales (Folquer, 1986).

La planta esta constituida por un tallo corto denominado corona, un sistema
radicular, hojas, flores, frutos y estolones. El desarrollo de la planta esta afectado
directamente por factores ambientales y de manejo. Por medio de los estolones se
reproduce vegetativamente formando plantas hijas y sexualmente por semillas
denominada aquenios. La propagacién que se usa comercialmente es la vegetativa,
mientras que la sexuada tiene fines para el mejoramiento genético (Giménez et al.,
2003).

2.3. IMPORTANCIA ECONOMICA Y SOCIAL

Entre 2010 y 2014 la produccion mundial de frutilla aumentd un 23% llegando
a las 8.114.373 toneladas a nivel mundial. EI principal productor es China, con
3.113.000 toneladas, seguido recientemente por Estados Unidos con 1.371.573 ton.,
México con 458.972 ton., Turquia con 376.070 ton. y Espaiia con 291.870 ton. (FAQ,
2014).



En Uruguay, para la zafra 2013-2014 se plantaron 129 hectareas de frutilla, 87
en el sur y 42 en el litoral norte y los rendimientos fueron de 16,7 y 40 toneladas por
hectarea respectivamente, sumando una produccion total de 3170 toneladas anuales. Se
puede observar una mayor productividad en los cultivos del norte (MGAP. DIEA, 2015).

2.4. SISTEMAS DE PRODUCCION EN URUGUAY

Segun Aldabe Dini (2000) en el norte del Uruguay se produce el plantin
denominado planta fresca local, el cual se obtiene a partir de plantas madres, propias del
cultivo anterior, 0 saneadas provenientes de micropropagacion. Estas ultimas tienen la
ventaja de ser cultivadas in vitro, con lo cual se evitan hongos, bacterias y virus. El
vivero se instala en los meses de octubre y noviembre para obtener plantas madres de
buen tamarfio a la hora de emitir los estolones.

El cultivo de frutilla protegido (invernaderos, macrotuneles o microtuneles) en
Uruguay esta principalmente localizado en la zona litoral norte y tiene como objetivo el
abastecimiento del mercado nacional durante invierno y primavera temprana (Vicente et
al., 2010), aprovechando la situacion climatica favorable para la produccién precoz. La
produccién a campo se concentra en el sur (Giménez et al., 2003).

El trasplante de las variedades menos vigorosas se realiza alrededor de los
ualtimos 10 dias de marzo, y las variedades mas vigorosas en los primeros 10 dias de abril
(Vicente et al., 2010).

En el norte del pais predominan cultivares nacionales, de dia corto, producto
del mejoramiento genético de frutilla del INIA (Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria). Las variedades méas plantadas son “INIA Yuri” ocupando 60 % del area,

e “INIA Guapa” en un 30 %, también se plantan cultivares extranjeros como “Festival”
(INIA, 2016).

El sistema de produccién de la zona sur esta basado en el uso de cultivares
extranjeros de dia corto y de dia neutro, con plantas tipo “frigo” importadas
principalmente de Espafia, Estados Unidos y Chile (Vicente y Giménez, 2017). La
variedad mas difundida es “San Andreas” aunque todavia se plantan pequefias areas de
“Aromas” y “Camino Real”, también hay pequefias superficies ocupadas por cultivares
nacionales (Giménez y Lenzi, 2015).

Los cultivares extranjeros plantados actualmente en Uruguay tienen buena
produccién y un fruto atractivo en tamafio, color y forma. Sin embargo, carecen de un
buen aroma y de sabor, lo cual afecta el consumo. También son muy susceptibles a la
mayoria de las enfermedades de corona, hoja y fruto presentes en nuestras condiciones.
Esto es limitante en el rendimiento del cultivo porque ocasionan pérdida de plantas y



frutos e implica un incremento de aplicaciones de fitosanitarios, con el correspondiente
impacto en el ambiente y la salud (Giménez y Lenzi, 2015).

Haciendo frente a esta problematica en 2015 se liber6 “Mayte” (el primer
cultivar de frutilla de dia neutro de INIA), que presenta altos niveles de resistencia a la
mayoria de las enfermedades de raiz y corona. Esto significa que el productor puede
producir practicamente sin la aplicacion de fungicidas o restringirlas a un minimo
(Vicente y Giménez, 2017).

2.5. PATOGENOS QUE PRODUCEN ENFERMEDADES DE RAIZ Y CORONA

Las enfermedades pueden ser ocasionadas por uno o por combinaciones de
hongos y/u oomycetes incluyendo una o mas especies de Fusarium (Rebellato y
Monteiro 1987, Maas 1998), Neopestalotiopsis clavispora (Dung et al. 2016, Chamorro
et al. 2016), Cylindrocarpon spp. (Adhikari et al., 2013), Rhizoctonia spp. (Giménez et
al. 2003, France 2013), Macrophomina phaseolina (Maas 1984, Rebellato y Monteiro
1987, Mertely et al. 2005, Koike et al. 2013), Verticillium spp. (Rebellato y Monteiro
1987, Bhat y Subbarao 1999), Colletotrichum spp. (Brooks 1931, Rebellato y Monteiro
1987, Howard 1992, Freeman y Katan 1997, Maas 1998, Bi et al. 2015), Pythium
(Watanabe 1977, Rebellato y Monteiro 1987, Ishiguro et al. 2013), Phytophthora spp.
(Rebellato y Monteiro 1987, Maas 2004).

Otras enfermedades como la podredumbre negra de raices, puede ser causada
por uno o varios patégenos (Rhizoctonia spp., Cylindrocarpon spp., Fusarium spp., y
Pythium spp.) con o sin la interaccion de otros factores tales como nematodos, bacterias,
dafio por frio, drenaje deficiente, agotamiento de oxigeno del suelo, desequilibrio de
fertilidad del suelo y sequia (Maas, 1984).

2.5.1. Colletotrichum spp.

La enfermedad que produce las distintas especies de Colletotrichum se
denomina antracnosis. Esta enfermedad es causada por Colletotrichum fragariae
(Brooks, 1931), C. acutatum (Freeman y Katan, 1997), C. gloeosporioides, C.
dematium (Howard et al. 1992, Maas 1998) y C. truncatum (Bi et al., 2015). EIl género
Colletotrichum pertenece al reino Fungi, filo Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden
Glomerellales y familia Glomerellaceae (GenBank).

Freeman y Katan (1997) demostraron que coronas infectadas por C. acutatum
manifiestan una putrefaccion firme de color marrén-rojiza en su interior, también se
observa necrosis radicular de color marrén oscuro, otros sintomas son el retraso del
crecimiento y clorosis, seguido del colapso de las plantas.



La pudricion de la corona por antracnosis se considera un problema de vivero.
Los plantines infectados trasplantados a campo muestran rapidamente sintomas de la
enfermedad (Howard et al. 1992, Mclnnes et al. 1992, Freeman y Katan 1997).

Las especies de la antracnosis son habitantes naturales del suelo, tanto C.
gloeosporioides como C. acutatum tienen un amplio rango huéspedes, y no muestran
especificidad de huésped (Farr et al. 1989, Freeman et al. 1998)

La temperatura Optima para la germinacion de conidios es de 23 a 27,7° C,
mientras que para el desarrollo de la enfermedad es de 17,6 a 26,5° C (Leandro et al.,
2002). Maas (1984) afirma que una humedad del 100 % es la Optima para que la
enfermedad se desarrolle.

Los conidios son producidos en acervulos, los mismos son liberados y
diseminados por la lluvia y el viento, pero también pueden ser dispersados por la mano
de obra, en la ropa y calzado, y por las herramientas utilizadas para las tareas del cultivo
(Agrios, 2017).

Este hongo puede sobrevivir en plantas infectadas, residuos de plantas, en
malezas y como micelio y/o clamidosporas en el suelo (Maas, 1984).

2.5.2. Phytophthora spp.

El agente causal de la pudricién de corona es Phytophthora cactorum y en
algunos casos puntuales es Phytophthora nicotianae var. parasitica (Maas, 1984). El
género Phytophthora pertenece al reino Chromista, clase Oomycetes, orden
Peronosporales y familia Peronosporaceae (Agrios, 2017).

Los sintomas de esta enfermedad son necrosis de corona de color marron
oscura y la desintegracién vascular, produciendo un marchitamiento repentino o colapso
de las plantas (Maas, 1984). La necrosis puede comenzar en la parte superior o desde el
punto de adhesion al estolon y progresa hacia la base o apice respectivamente. Las raices
no se infectan pero se necrosan cuando la parte superior de la planta muere (Seemiller,
citado por Maas, 2004).

Las plantas afectadas, parecen recuperarse Yy permanecen atrofiadas e
improductivas, el retraso del crecimiento se puede confundir con sintomas de pudricion
negra de la raiz o marchitez por Verticillium (Pettitt y Pegg, citados por Maas, 2004).

Las plantaciones establecidas a finales del verano no suelen aparecer afectadas
hasta la primavera siguiente, especialmente cuando las plantas estan bajo estrés durante
la fructificacion. El desarrollo de la enfermedad se ve acelerado por las altas
temperaturas y el estrés hidrico que ocurre a menudo después del trasplante y durante el



desarrollo del fruto (Molot y Nourrisseau 1974, Lederer y Seemdiller, citados por Maas
2004).

Las oosporas en el suelo o en los desechos de las plantas de frutilla
proporcionan las fuentes iniciales de in6culo. Estas germinan para producir
zoosporangios y zoosporas que infectan las plantas, usualmente en sitios de heridas (Bell
et al., 1997). Una vez que este oomycete se ha establecido en la corona es casi imposible
erradicar la infeccion (Molot y Nourrisseau, 1978). Phytophthora cactorum puede atacar
un amplio rengo de hospederos (Agrios, 2017).

Temperaturas de 18-24° C y humedad mayor a 80 % son las condiciones
Optimas para el desarrollo de este oomycete. Las plantas que han sido dafiadas por
heladas severas, estan predispuestas a la infeccion (Bell et al., 1997).

Phytophthora cactorum produce micelio de color blanco de crecimiento lento
en medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA). Erwin y Ribeiro (1996) observaron
oosporas plerodticas con un diametro entre 21 y 33 pm (promedio 27 pm) con anteridios
paragineo y esporangios generalmente ovoides y algunos elipsoides con una papila, con
28 a 52 um de largo (promedio 37 um) y entre 25 y 40 um de ancho (promedio 34 um).

Phytophthora fragariae var. fragariae es el organismo causal de la
podredumbre de la “Estela roja”. La frutilla es el GUnico huésped para esta enfermedad, y
ocurre con mas frecuencia en cultivos que se desarrollan en climas frios y himedos
(Montgomerie 1977, Nickerson y Maas 1991, Milholland 1994).

Los sintomas se observan generalmente en primavera y durante el desarrollo del
fruto, las plantas muestran retraso del crecimiento, marchitez y posteriormente muerte de
la planta (Nickerson y Maas, 1991).

Este oomycete ingresa en las puntas de las raices y continlia avanzando hacia la
corona de la planta. A medida que la infeccion avanza en la raiz, se desarrolla una estela
de color marrdn- rojizo que destruye las raices secundarias quedando solo las primarias
oscuras, lo que da como resultado una apariencia caracteristica del sistema radicular
(Nickerson y Maas, 1991).

Este patogeno se introduce en nuevas areas de cultivo, a través de plantas
infectadas que no muestran sintomas visibles en vivero. Produce oosporas (estructuras
de resistencia) dentro de las raices infectadas y se liberan en el suelo cuando las raices se
descomponen. Se sabe que estas oosporas son viables durante 15 afios en el suelo
(Nickerson y Maas, 1991).

Las oosporas germinan formando zoosporangios como indculo primario, sin
embargo la mayoria de los zoosporangios se producen en la superficie de las raices



infectadas. Estos germinan para liberar zoosporas moviles que son atraidas por los
metabolitos secundarios exudados por las raices de frutillas sanas (Nickerson y Maas,
1991).

2.5.3. Rhizoctonia spp.

Rhizoctonia solani o Rhizoctonia fragariae son hongos comunes en los suelos
agricolas (Giménez et al. 2003, France 2013). EI género Rhizoctonia pertenece al reino
Fungi, filo Basidiomycota, clase Agaricomycetes, orden Cantharellales y familia
Ceratobasidiaceae (GenBank).

Los sintomas de la enfermedad se manifiestan como una lesion entrante en la
corona, de color marrén oscura que también afecta el tejido vascular en ese sitio
(Giménez et al., 2003).

Las lesiones en raiz pueden observarse con temperaturas entre 2 y 18° C
mientras que los dafios en corona y bases de los peciolos son ocasionados con una
temperatura de 18-32° C (Maas, 1984). Alta humedad, exceso de materia organica y
acumulacién de tierra alrededor de la corona favorecen el desarrollo de la enfermedad
(Cardoso, 1980).

Esta enfermedad aparece asociada a suelos pesados, de escasa estructura y
drenaje deficiente. La sintomatologia de la enfermedad se observa a fines de invierno y
en primavera afectan a numerosas especies de plantas (Rebellato y Monteiro 1987,
Giménez et al. 2003).

Las colonias de Rhizoctonia spp. en medio de cultivo PDA a 25° C son de color
blanco a marrdn claro produciendo micelio aéreo de rapido crecimiento. EI micelio del
hongo presenta ramificaciones en angulo recto (Barnett y Hunter 1972, Zhong et al.
2016).

2.5.4. Fusarium spp.

Fusarium oxysporum f. sp. fragariae y Fusarium solani pueden producir graves
pérdidas de plantas (Maas 1984, Rebellato y Monteiro 1987). ElI género Fusarium
pertenece al reino Fungi, filo Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden Hypocreales y
familia Nectriaceae (GenBank).

Bajo condiciones de clima fresco puede desarrollarse clorosis foliar y las
coronas muestran una marcada coloracion marrén-rojiza que puede confundirse con los
sintomas de pudricién de la corona por Colletotrichum spp.. Sin embargo, a diferencia
de la podredumbre de la corona por antracnosis, los tejidos de la corona presentan una



pudricion seca y la decoloracion vascular puede extenderse a las bases de las hojas a
medida que avanza la enfermedad (Winks y Williams, 1965).

Esta enfermedad comienza como una infeccion de raices y coronas que se
vuelve sistémica y produce el colapso repentino de la planta. El desarrollo de estos
sintomas es favorecido por las altas temperaturas y el estrés durante la fructificacion, lo
que hace que las hojas de las plantas infectadas se marchiten y mueran rapidamente
(Winks y Williams, 1965).

En las partes infectadas de la planta se pueden producir masas viscosas, blancas
0 rosadas de conidios (esporodoquios). Estos hongos pueden producir clamidosporas
(estructuras de resistencia) que se producen en el tejido vegetal infectado y se liberan en
el suelo donde pueden permanecer viables durante largos periodos de tiempo (Winks y
Williams, 1965).

Arroyo et al. (2009), describieron a Fusarium spp. en medio de cultivo PDA
donde observaron colonias con una coloracion blanca a pdrpura claro y microconidios y
macroconidios luego de nueve dias de incubacion a 25° C. Los microconidios son
hialinos y ovales a cilindricos, y los macroconidios presentaron una forma fusiforme con
tres a cinco septas (Barnett y Hunter, 1972).

2.5.5. Macrophomina phaseolina

El hongo responsable de la pudricion carbonosa en frutilla es Macrophomina
phaseolina. EI género Macrophomina pertenece al reino Fungi, filo Ascomycota, clase
Dothideomycetes, orden Botryospheriales y familia Botryosphaeriaceae (GenBank).

Los sintomas de esta enfermedad son necrosis del tejido vascular y cortical de
las coronas de frutilla; las necrosis son de color anaranjado hasta café oscuro al igual que
las raices principales (Mertely et al. 2005, Koike et al. 2013). Los sintomas iniciales de
esta enfermedad se manifiestan durante la fructificacién, produciendo marchitamiento de
hojas viejas y cambio de color, de verde a gris, luego todo el follaje se seca con la
excepcion de las hojas nuevas en la parte central de la planta y finalmente la planta
muere (Koike et al., 2013).

La produccién de fruta en las plantas infectadas puede disminuir antes de que se
desarrollen los sintomas de enfermedad. El clima céalido y estrés en las plantas debido a
bajo nivel de riego, también como otros factores, puede causar que la enfermedad se
desarrolle rapida y severamente (Koike et al., 2013).

Cuando M. phaseolina infecta las plantas de frutilla, produce pequefias
estructuras para la sobrevivencia llamadas microesclerocios que permiten al patogeno
persistir en los campos por mucho tiempo. Estas estructuras germinan en el suelo e



infectan la raiz y luego el micelio coloniza la corona y peciolos de la planta (Koike et al.,
2013). M. phaseolina tiene un amplio rango de huéspedes, pudiendo atacar tallos y
raices de mas de 500 especies de plantas (Partridge, s.f.).

La colonia de este hongo en medio de cultivo PDA produce micelio aéreo de
color gris oscuro (Sanchez et al., 2013). Luego de 10 dias de crecimiento a 25° C, Avilés
et al. (2007) observaron abundantes esclerocios de forma esférica a irregular, los
esclerocios presentan un tamafio de 55 a 190 um de largo por 50 a 135 um de ancho
(105 x 74 um promedio).

2.5.6. Verticillium spp.

Verticillium albo-atrum y Verticillium dahliae, son los agentes causales del
marchitamiento por Verticillium en la frutilla. El género Verticillium pertenece al reino
Fungi, filo Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden Glomerellales y familia
Plectospherellaceae (GenBank).

Los sintomas iniciales de la marchitez por Verticillium suelen aparecer durante
periodos de estrés ambiental, como altas temperaturas (25-28° C), alta luminosidad y/ o
sequia, y también durante la fructificacion. Las hojas més externas comienzan a
marchitarse, mientras que las hojas centrales permanecen verticales pero atrofiadas. La
corona primaria y el sistema vascular de las raices muestra una decoloracion (Giménez
et al., 2003).

La enfermedad es favorecida por crecimiento exuberante de la planta y alta
disponibilidad de nitrdgeno. La incidencia de esta enfermedad depende de la
distribucion del indculo en el suelo asi como presencia de cultivos y malezas
susceptibles a Verticillium (Maas et al. 1989, Harris y Yang 1996).

La transmision de la enfermedad de planta a planta es insignificante, pero el
hongo puede ser transportado de un lugar a otro en plantas infectadas y desechos de
plantas, por movimiento de agua y por cualquier agente que mueva el suelo a lugares no
afectados (Bolda et al., 2013). Estos hongos tienen una amplia gama de huéspedes entre
cultivos anuales, perennes y las malezas (Bhat y Subbarao, 1999).

Este hongo forma una estructura de sobrevivencia, Ilamadas microsclerocios, lo
cual le permite sobrevivir en condiciones adversas y persistir entre cultivos hospederos.
Los microsclerocios son masas densas de células (melanizadas) gruesas y oscuras que
forman adentro de los tejidos de la planta hospedera (Bolda et al., 2013).

En medio de cultivo PDA Verticillium spp. produce micelio de color blanco y
conidioforos delgados con fialides verticiladas donde se observan conidios hialinos,
elipticos unicelulares (Barnett y Hunter, 1972).



2.5.7. Otros patdgenos asociados a enfermedades de raiz y corona

Se han reportado varios patdégenos de los géneros, Neopestalotiopsis,
Cylindrocarpon, Pythium, Lasiodiplodia, Gnomonia, Phoma y Coniella causando
necrosis de raices y coronas de frutillas en distintas zonas productoras del mundo.

Neopestalotiopsis clavispora es el organismo causal de la muerte de plantas de
frutilla recientemente reportado en Espafia (Chamorro et al., 2016) y en Vietnam (Dung
et al., 2016). El género Neopestalotiopsis pertenece al reino Fungi, filo Ascomycota,
clase Sordariomycetes, orden Xylariales y familia Sporocadaceae (GenBank).

Los sintomas que describe Dung (2016) son el secado del borde de las hojas
jévenes, el cual avanza hasta la mitad del area de las mismas. Luego se visualizan estos
sintomas en las hojas viejas y si las condiciones ambientales favorecen el desarrollo de
la enfermedad, la planta se marchita y muere. Las plantas que estdn severamente
infectadas presentan hojas y flores completamente secas y raices negras. Los sintomas
en la corona consisten en la decoloracion o areas marrones necroticas tanto en la corona
como en la raiz (Chamorro et al., 2016).

En medio de cultivo PDA, Neopestalotiopsis clavispora produce colonias de
color blanco con borde ondulado y acérvulos negros luego de diez dias de crecimiento.
Los conidios son fusiformes a elipsoides con cinco células, las apicales y basales son
hialinas, mientras que las centrales son de color marrén. Los conidios presentan un
apéndice basal y de dos a cuatro apéndices apicales (Chamorro et al., 2016).

Las condiciones predisponentes para el desarrollo de la enfermedad causada por
N. clavispora son las temperaturas entre 20 y 25° C 'y 95 a 100 % de humedad (Dung et
al., 2016).

Cylindrocarpon destructans se ha aislado de raices y coronas de frutilla en
Italia (Manici et al., 2005), Suecia (Marocko, 2006) y en Australia (Fang et al., 2011).
Los sintomas producidos por Cylindrocarpon spp. se manifiestan como amarillamiento,
marchitez de hojas y necrosis generalizada de la raiz y corona (Adhikari et al.,2013).

Las colonias de Cylindrocarpon spp. en medio de cultivo PDA presentan
crecimiento relativamente lento y gradualmente se vuelven amarillentas a parcialmente
parduscas. Después de aproximadamente siete dias, se observan abundantes conidios
hialinos, generalmente rectos con ambos extremos redondeados, predominantemente con
tres septas (Adhikari et al., 2013).
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Muchas especies de Pythium se encuentran ampliamente distribuidas en los
suelos y aguas del mundo, viviendo como organismos sapréfitos o atacando raices y
semillas de muchas plantas (Agrios, 2017). Las especies de Pythium que pueden
producir necrosis de raices y coronas, como por ejemplo Pythium helicoides (Ishiguro et
al., 2013), Pythium ultimum (Watanabe, 1977), Pythium myriotylum (Watanabe, 1977),
Pythium aphanidermatum podria ser un patdégeno débil de la frutilla (Ishiguro et al.,
2013).

Estas especies se encuentran afectando semillas, raices de plantulas en
germinacion y produciendo lesiones en tallos y raices de plantas adultas y retraso en el
crecimiento (Agrios, 2017). Los sintomas producidos por estos patdgenos se
caracterizan por amarillamiento y marchitez de hojas inferiores. Las raices y coronas
presentan necrosis himeda de color marrén oscuro (Ishiguro et al., 2013).

Las pérdidas producidas varian considerablemente de acuerdo con la
temperatura y humedad del suelo (Agrios, 2017). La temperatura Optima para el
crecimiento de Pythium helicoides es entre 35 y 40° C (Ishiguro et al., 2013). En plantas
de soja Pythium aphanidermatum presenta mayor virulencia con temperaturas entre 24 y
36° C y Pythium ultimum es mas virulento con temperaturas entre 15y 20° C (Thomson
etal., 1971).

Estos patogenos pueden sobrevivir durante varios afios en el suelo en
estructuras de origen sexual llamadas oosporas, éstas germinan formando un esporangio
que produce zoosporas capaces de moverse por unos cuantos minutos hasta encontrar un
nuevo hospedero (Agrios, 2017).

Pythium spp. forman colonias de color blanco de rapido crecimiento,
produciendo micelio cenocitico y esporangios terminales de forma esférica o
filamentosa en medio de cultivo PDA.

En Turquia, se report6 a Lasiodiplodia theobromae como el agente causal de la
muerte de plantas de frutilla. Los sintomas observados son marchitamiento y muerte de
plantas, las raices y coronas presentan necrosis de color oscuro (Yildis et al., 2014).

Gnomonia fragariae fue reportado como patégeno grave involucrado en la
muerte de plantas de frutilla en Letonia y Suecia. Los sintomas observados incluyen
necrosis de corona y lesiones de color negro en raices y base de los peciolos. La corteza
de las raices y peciolos son los tejidos méas gravemente afectados (Marocko, 2006).

2.5.8. Préacticas de manejo para enfermedades de raiz vy corona en frutilla

Para el control de las enfermedades de raiz y corona es importante aplicar un
conjunto de medidas culturales, biolégicas y quimicas. Se debe tener en cuenta que no
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hay una medida de manejo que por si sola sea suficiente para tener una adecuada sanidad
en el cultivo de frutilla (Giménez et al., 2003).

Es de gran importancia evitar el ingreso de los patdgenos a nuevas areas de
cultivo, utilizado plantas sanas (Giménez et al., 2003). También se debe evitar cualquier
condicion de estrés en el cultivo (Ouchi et al., 1992).

El uso de cultivares resistentes es la forma mas confiable de evitar problemas
de podredumbre por Fusarium oxysporum f. sp. fragariae (Okayama et al., 1988),
Phytophthora fragariae var. fragariae (Maas y Galletta, 1989), Verticillium ssp. (Maas
et al., 1989) y por Colletotrichum spp. (Giménez et al., 2003).

Las practicas como, solarizacion, biofumigacion, control bioldgico,
tratamientos de vapor en el suelo y desinfeccion anaerébica del mismo, son muy
eficientes para controlar estas enfermedades si se realizan adecuadamente (Koike et al.,
2013).

Se debe realizar una correcta sistematizacion de los cuadros de cultivo y
construir canteros altos para asegurar un buen drenaje y evitar encharcamientos. Utilizar
abonos verdes, aplicar enmiendas organicas y mulch orgénico o de nylon. Un manejo
adecuado del riego y fertilizacion es fundamental para evitar estrés en las plantas
(Giménez et al. 2003, Maas 2004).

Elmer y LaMondia (1999) determinaron que rotaciones de frutilla con Avena
sativa redujo las poblaciones de Rhizoctonia spp. reduciendo la infeccion de raices por
este patdgeno.

Para oomycetes se han utilizado fungicidas tales como metalaxil y fosetyl-Al,

sin embargo se han encontrado cepas resistentes al metalaxil (Nickerson y Maas 1991,
Seemdller, citado por Maas 2004).
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en los afios 2016- 2017, en el Laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica (Montevideo y
Salto).

Se visitaron 19 predios horticolas con historia de cultivo de frutilla en el
departamento de Salto. Los mismos pertenecen a seis zonas: Colonia 18 de Julio,
Colonia Osimani, Colonia Garibaldi, Hipédromo, Colonia Gestido y Granja Santana.

3.1. MUESTREO Y AISLAMIENTO DE HONGOS A PARTIR DE RAIZ Y CORONA

Se colectaron 33 plantas en estado de fructificacion (agosto 2016), 16 plantas
de la variedad INIA Guapa, 10 de INIA Yuri, tres de Festival y Benicia y una de INIA
Agata con sintomas de marchitamiento, hojas rojizas y secas. Posteriormente se
procesaron las muestras en el laboratorio, donde se observo que las plantas presentaban
Necrosis en raices y coronas.

=l
‘ = &

a) Faltante de plantas de frutillas en micro taneles. b) Planta de frutilla con sintomas
iniciales de la enfermedad. c) Planta de frutilla en etapa final de la enfermedad.

Figura No.1. Plantas de frutilla en produccion.
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Las plantas de frutilla se lavaron con agua corriente para remover el suelo
adherido a las mismas. Se cortaron secciones (seis por un milimetro) de la zona de
avance de la lesion de raices y coronas posteriormente se desinfestaron con hipoclorito 1
% durante un minuto y se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril (ADE), luego
se secaron en papel de filtro esterilizado.

A partir de cada planta se cortaron y colocaron cuatro secciones de raiz y
corona en placas de Petri con agar agua (AA) al 2 % y se incubaron a 25° C durante
cuatro dias. Se selecciono un aislado de cada tipo de colonia y a partir de la punta de hifa
se repico a placas con PDA con sulfato de estreptomicina (0,02 %).

Los aislados se conservaron en papel de filtro esterilizado y almacenados a -20°
C. Sin embargo Rhizoctonia spp. se conservo en tubos con sustrato compuesto por 400
gr de arena, 20 gr de salvado de trigo y 60 ml de ADE. Luego que el hongo colonizé
todo el sustrato, se colocaron a 5° C.

3.2. IDENTIFICACION MORFOLOGICA

Los aislados puros se incubaron a 25° C entre cinco y 15 dias, y mediante la
utilizacion del microscopio éptico se logrd observar caracteristicas de micelio y otras
estructuras que permite diferenciar el género de los organismos.

Mediante la utilizacién del manual ilustrado de Barnett y Hunter (1972) se
identificaron los géneros de los hongos aislados de raices y coronas. Mientras que los
hongos del género Macrophomina se identificaron a través de los primeros reportes de
Avilés et al. (2007), Sanchez et al. (2013) para Macrophomina phaseolina.

Los aislados que presentaron micelio cenocitico (sin tabique) se identificaron
en Erwin y Ribeiro (1996).

3.3. IDENTIFICACION MOLECULAR
Para complementar la identificacion, se realizd el andlisis molecular a 15
aislados (cinco de Neopestalotiopsis sp., cuatro de Fusarium spp., dos de Rhizoctonia

spp., dos de Cylindrocarpon spp., uno de Macrophomina sp., uno de Phytophthora sp.)
seleccionados al azar.
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3.3.1. Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se empled el protocolo de Palocci et al. (1999) con
modificaciones el cual consiste en retirar todo el micelio de la superficie de cada placa
de colonias puras de cinco dias de edad y su posterior colocacién en tubos eppendorf de
2 ml. Luego se le agregd 200 pl de buffer de lisis (100 pl/ ml Tris HCI 200 Mm pH 7,
100 pl/ ml NaCl 250 Mm, 100 pl/ ml SDS 0,5 %, 100 pl/ ml EDTA 25 Mm + NaOH
10%) a cada tubo para permitir la ruptura de las paredes celulares y se los llevé al
freezer (-20° C) por dos horas. Se retiraron los tubos del freezer y se rompio el micelio
mediante pistilos esterilizados para luego agregarle 200 pl mas de buffer de lisis.
Posteriormente se homogeniz6 por 10 segundos y después se coloco los tubos a bafio
maria (65° C) durante 30 minutos.

Se adicion6 300 pl de cloruro de sodio y se centrifugd a 13000 rpm durante 10
minutos a una temperatura de 4° C. Tras sacar los tubos de la centrifuga, se observo dos
fases: una liquida y otra solida. Se retird 500 pl del sobrenadante y se lo colocd en un
nuevo tubo y se adicion6 500 pl de Isopropanol (-20° C) y luego se llevo al freezer por
30 minutos. Posteriormente se centrifugd a 13000 rpm durante 5 minutos a 4° C. Se
descartd el sobrenadante y el pellet se enjuagd dos veces con 200 pl de alcohol 70 % y
se centrifugd dos minutos a 10000 rpm (4° C). Se descarté el alcohol y se dejé secando
el pellet en estufa (aproximadamente dos horas a 40° C). Luego se lo resuspendio en 100
I de solucion buffer TE estéril y filtrada (0,2 mM y pH 8,0) y se llevé a 65° C por 15
minutos. Se adiciono 2 pl de ARNasa/ tubo y por Gltimo, se llevé los tubos a 37° C para
luego guardarlos en freezer.

Se determind la concentracion de ADN de las muestras mediante Nanodrop
2000 Spectrophotometer Thermo Scientific. Para ello se utilizd 2 pl de ADN (de la
extraccion) de cada muestra y se compard con un patron de agua MQ. Finalmente se
ajusto a una concentracion de 100ng/ pl de ADN.

3.3.2. Amplificacién por PCR v secuenciacion

La amplificacion mediante la PCR se efectud en un termociclador PTC-100
Peltier Thermal Cycler. La mezcla de la reaccion contenia, Buffer 1X (50 mMKCI, 10
mM TrisHCI (pH 8,0)), nucleotidos (20 mM), MgCl: (2,5 mM), cebadores (0,4 uM de
cada uno), Taq polimerasa (1,25 U, SBS Genetech Co., Ltd., China) y 1 pl de ADN (100
ng/ ul), el volumen final de la mezcla fue 25 pl. Los cebadores que se utilizaron se listan
en el Cuadro No.1.
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Cuadro No.1. Caracteristicas de los cebadores ITS, EF 1-a e HIS.

Locus Cebadores Secuencias 5’ — 3’ Fragmentos Referencia
(pb)
ITS ITS1° TCCGTAGGTGAACCTTGCGG 560 White et
ITS4° TCCTCCGCTTATTGATATGC al. (1990)

ITS6 GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG 824
EF 1-a EF1688F° CGGTCACTTGATCTACAAGTGC 884 Phillips et

EF11251R CCTCGAACTCACCAGTACCG al. (2005)
HIS CylH3F° AGGTCCACTGGTGGCAAG 500 Crous et al.
CylH3R AGCTGGATGTCCTTGGACTG (2004)

Cebadores para Fusarium spp., Macrophomina phaseolina., Rhizoctonia spp.*®, Pythium spp. y
Phytophthora spp.”, Neopestalotiopsis sp.?, Cylindrocarpon.® spp.

Los fragmentos de la region ITS (utilizando los cebadores 1TS1/ITS4) se
amplificaron en las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94° C por 3
minutos, seguida por 34 ciclos a 94° C por 30 segundos, 57° C por 30 segundos 'y 72° C
por 45 segundos. La extension final fue a 72° C durante 10 minutos. Mientras que para
los cebadores ITS4/ ITS6 se diferenciaron de la anterior en la temperatura de hibridacién
(55° C), en la duracion de cada temperatura dentro de los ciclos (1 minuto) y de la
extension final (5 minutos).

Las condiciones para la amplificacion de la secuencia parcial del gen EFla
(factor de elongacion) consistieron en: desnaturalizacion inicial a 95° C por 5 minutos,
seguida de 34 ciclos a 95° C por 30 segundos, 55° C por 45 segundos y 72° C por un
minuto y una extension final de 72° C por 5 minutos. Asi mismo los fragmentos de la
secuencia parcial del gen H3 (histona) se amplificaron en las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 94° C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos a 94° C por 30
segundos, 60° C por 30 segundos y 72° C por 45 segundos y una extension final de 72°
C por 10 minutos.

De los productos de amplificacion, dos microlitros se analizaron a través de
electroforesis en geles de agarosa (SBS, China) al 1 %, utilizando Buffer TBE 1X (tris
base 89 mM, acido bdrico 89 mM y EDTA 2 mM, pH=8,0). Para estimar el tamafio de
las bandas se emple6 un marcador de peso molecular conocido de 100 pb (Gene Ruler 1
kb DNA Ladder Plus, Fermentas, Alemania). También se incluy6 en el gel, una muestra
como control negativo (sin ADN) para descartar una posible contaminacion en la PCR.
Para la visualizacién de las bandas amplificadas, los geles se tifieron en solucién acuosa
con GelRed (Biotium, Estados Unidos, 5 ul GelRed, 2 ml NaCl 0,1 M y 48 ml de agua)
por 30 minutos y foto-documentada sobre luz ultravioleta en transiluminador (DyNA
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Light Dual Intensity UV Transiluminator, Labnet Internacional Inc., USA) para
determinar la presencia de banda.

La secuenciacion de los productos de la PCR se llevo a cabo en Macrogen Inc.
(Corea), y las secuencias resultantes fueron editadas manualmente en el programa
MEGA 5.1 (Tamura et al., 2011) para luego ser comparadas con las depositadas en el
GenBank mediante busqueda Blast.
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4. RESULTADOS

4.1. OBSERVACION DE SINTOMAS

Se observaron plantas cuyas hojas presentaban margenes necrosados y en
algunos casos hojas completamente necrosadas. En varios cultivos de frutilla se
visualizé una coloracion rojiza generalizada de las hojas. Al realizar los cortes de las
plantas, el 95 % de las coronas presentaba necrosis interna del tejido con coloraciones

que iban desde el rojo oscuro al marrén oscuro y en un caso se detectd decoloracion del
sistema vascular.

) | )& L3
a) Necrosis de raiz y corona asociada a Pythium spp., Fusarium spp. y a Neopestalotiopsis spp. b)
Necrosis de raiz y corona asociada a Neopestalotiopsis sp. y a Cylindrocarpon spp. ¢) Decoloracion
vascular asociada a Verticillium spp. d) Necrosis de raiz asociada a Rhizoctonia spp. y a Neopestalotiopsis
sp. e) Necrosis de raiz y corona asociada a Phytophthora cactorum y Neopestalotiopsis sp.
) Necrosis de raiz y corona asociada a Macrophomina phaseolina.

Figura No.2. Necrosis de raices y coronas en plantas de frutilla.
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Aproximadamente el 90 % de las plantas present6 dafios en el sistema radicular
exhibiendo ausencia de raices absorbentes, pequefias necrosis (1 a 3 milimetros) hasta
muerte de raices enteras y cancros extendidos longitudinalmente en la raiz. Las raices
afectadas mostraron una coloracién marron oscuro a negro.

4.2. FRECUENCIA DE AISLADOS

A partir de las 33 plantas procesadas se obtuvieron 110 aislados y se
identificaron seis géneros flungicos: Neopestalotiopsis, Fusarium, Cylindrocarpon,
Rhizoctonia, Macrophomina, Verticillium y dos oomycetes: Phytophthora y Pythium.

Neopestalotiopsis sp. se aisld del 81,8 % de las plantas mientras que Fusarium
spp. se encontro en el 75,7 %. Cylindrocarpon spp. y Rhizoctonia spp. se aislaron en el
42,4 'y 24,2 % de las plantas respectivamente. Se encontraron en menor proporcion se
Pythium spp. (9 %), Macrophomina sp. (6 %), Phytophthora spp. (3 %) y Verticillium
spp. (3 %, Grafica No.1).

Gréafica No.1. Porcentaje de organismos aislados de raices y coronas.
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Los hongos y oomycetes se aislaron en diferentes frecuencias segun el 6rgano
de la planta. Neopestalotiopsis sp. se aisl6 mas veces de corona (65 %), mientras que
Rhizoctonia spp. fue méas frecuentemente de raices (75 %). Los géneros Pythium spp. y
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Cylindrocarpon spp. estuvieron presentes en raices y coronas en iguales proporciones
(Gréfica No.2).

Gréfica No.2. Géneros asociados a necrosis de raiz y corona en plantas de
frutilla.
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Aproximadamente el 81,8 % de las plantas se aisl6 mas de un organismo
asociado a necrosis de raices y coronas, mientras que en el 18,2 % restante se aisld un
unico hongo por planta. Estos fueron Macrophomina sp. y Fusarium spp. en dos plantas
cada uno mientras que Neopestalotiopsis sp. y Rhizoctonia spp. en una planta cada uno
(Gréfica No.3).

La combinacion de organismos mas frecuente fue la de Neopestalotiopsis sp. y
Fusarium spp. que se encontr6é en 10 plantas como Unicos hongos asociados a necrosis
de raiz y corona. Asi mismo en el 66,7 % se observaron combinaciones con Rhizoctonia
spp., Cylindrocarpon spp. y Pythium spp. Ademéas se observaron Fusarium spp. y
Cylindrocarpon spp. en una planta, en otra Neopestalotiopsis sp., Cylindrocarpon spp.,
Phytophthora spp. y Pythium spp. y por ultimo Neopestalotiopsis sp., Cylindrocarpon
spp., Rhizoctonia spp., Fusarium spp., y Pythium spp..
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Gréafica No.3. Proporcion de organismos asociados.
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4.3. IDENTIFICACION MORFOLOGICA

Neopestalotiopsis sp. (40) presentd crecimiento micelial algodonoso de color
blanco y con borde ondulado (Figura No.3a). En colonias de 10 dias de edad se
observaron numerosos acérvulos de color negro. Estos estaban formados por un gran
namero de conidios fusiformes con cinco células, similares a los descriptos por

Chamorro et al. (2016, Figura No.3b).
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a) Colonia de Neopestalotiopsis clavispora en medio de cultivo PDA de nueve dias de edad.
b) Conidios de Neopestalotiopsis clavispora (40X).

Figura No.3. Crecimiento de Neopestalotiopsis clavispora en medio de cultivo
PDA y estructura de identificacion.
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Las colonias de Fusarium spp. (35) mostraron una coloracion blanca a purpura
claro (Figura No.4a). Luego de diez dias de incubacion a 25° C se observaron
microconidios ovales y macroconidios fusiformes con 3 a 5 septas, coincidiendo con la
descripcion por Barnett y Hunter (1972), Arroyo et al. (2009, Figura No.4b).

a |
a) Colonia de Fusarium spp. en medio de cultivo PDA con cinco dias de edad.
b) Macroconidios Fusarium spp. (40X).

Figura No.4. Crecimiento de Fusarium spp. en medio de cultivo PDA y
estructura de identificacion.

Se aislaron 20 colonias de Cylindrocarpon spp. produciendo micelio aéreo de
color naranja a marrén oscuro (Figura No.5a) de crecimiento relativamente lento. Luego
de diez dias, se observaron abundantes conidios hialinos, generalmente rectos con ambos
extremos redondeados (Figura No.5b), con tres septas coincidiendo con la descripcion
por Barnett y Hunter (1972), Adhikari et al. (2013).
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a) Eolonia de Cylindrocarpon spp. en medio de cultivo PDA con cinco dias de edad.
b) Macroconidios de Cylindrocarpon spp. (40X).

Figura No.5. Crecimiento de Cylindrocarpon spp. en medio de cultivo PDA y
estructura de identificacion.

Las colonias de Rhizoctonia spp. (8) mostraron crecimiento muy rapido,
produciendo abundante micelio de color marrén oscuro a marron claro (Figura No.6a).
No se observd presencia de esporas y el micelio del hongo presentd ramificaciones en
angulo recto similares a las descriptas por Barnett y Hunter (1972), Zhong et al. (2016,
Figura No.6Db).

a) Colonia de Rhizoctonia sp. en medio de cultivo PDA.
b) Micelio con ramificaciones en angulo recto (40X).

Figura No.6. Crecimiento de Rhizoctonia spp. en medio de cultivo PDA y
estructura de identificacion.
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Las dos colonias de Macrophomina sp. presentaron crecimiento micelial aéreo
de color gris oscuro (Figura No.7a) y luego de diez dias se observaron microesclerocios
de forma irregular (Figura No.7b), similares a los descriptos por Avilés et al. (2007),
Sanchez et al. (2013).

— a Pkl R L o e
a) Colonia de Macrophomina sp. en medio de cultivo PDA.
b) Microesclerocio (40X).

Figura No.7. Crecimiento de Macrophomina phaseolina en medio de cultivo
PDAy estructura de identificacion.

El aislado de Verticillium spp. present6 crecimiento lento, produciendo micelio
de color blanco (Figura No.8a) y conidiéforos delgados con fialides verticiladas (Figura
No.8b) donde se observaron conidios hialinos, elipticos unicelulares similares a los
descriptos por Barnett y Hunter (1972). Luego de 15 dias se observO presencia de
esclerocios de color negro.
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a) Colonia de Verticillium spp. en medio de cultivo PDA.
b) Fidlides verticiladas (40X).

Figura No.8. Crecimiento de Verticillium spp. en medio de cultivo PDA y
estructura de identificacion.

En el caso de Phytophthora spp. se observd micelio cenocitico de color blanco
y de crecimiento lento, y se formaron esporangios elipsoides papilados y oosporas
(Figura No.9a).

40pm 10pum

a) Micelio cenocitico, esporangios y una oospora (40X).
b) Oospora en oogonio con anteridio paragineo (60X).

Figura No.9. Estructuras de identificacion de Phytophthora cactorum.
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Las tres colonias de Pythium spp. mostraron rapido crecimiento produciendo
abundante micelio de color blanco. Se observd micelio cenocitico, esporangios
terminales (globosos y lisos) similares a las descriptas por Agrios (2017) como se
observa en la Figura No.10a.

K

20pum

20um

a) Esporangios terminales sin papilas (40X).
b) Micelio cenocitico y esporangios germinados (40X).

Figura No.10. Estructuras de identificacién de Pythium spp.

4.4. IDENTIFICACION MOLECULAR

Por medio del alineamiento de las secuencias de los aislados con las
depositadas en el GenBank se identificaron los organismos a nivel de especie. Las cinco
secuencias de Neopestalotiopsis sp. presentaron una identidad de 100 % con la cepa
KU096881.1 de Neopestalotiopsis clavispora; mientras que las cuatro de Fusarium spp.
tres presentaron una identidad de 99 % con la cepa KP964878.1 de Fusarium oxysporum
y una mostré una identidad de 100 % con la cepa KP964908.1 de Fusarium
proliferatum. En el caso de las dos secuencias de Cylindrocarpon spp. una presento
identidad de 100 % con las cepa HG977513.1 de Dactylonectria novozelandica y la otra
presentd 100 % de identidad con la cepa KF633159.1 de Dactylonectria macrodidyma.
La secuencia de Macrophomina sp. mostré una identidad de 100 % con la cepa
KU578313.1 de Macrophomina phaseolina. Asi la de Phytophthora spp. mostré una
identidad del 99 % con la cepa KJ128036.1 de Phytophthora cactorum.

Por otro lado dos de las tres secuencias amplificadas de Rhizoctonia spp.

mostraron una identidad de 99 % con la cepa AY927350.1 de Ceratobasidium spp.
(telomorfo de Rhizoctonia) y la otra secuencia mostré una identidad de 99 % con la cepa
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JQ859849.1 de Rhizoctonia sp. AG-A, no siendo posible identificar las especies de los
aislados con los cebadores utilizados (ITS1/ 1TS4).
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5. DISCUSION

La sintomatologia observada en raices y coronas coincidio con la descripta en
la bibliografia. Sin embargo quedd en evidencia la dificultad de asociar un sintoma a un
patdgeno especifico, esto se debe a que los sintomas provocados por distintos
organismos son similares y en la mayoria de los casos se aislé6 més de un patégeno por
planta.

En estudios realizados por Ceja et al. (2008) en México, Fang et al. (2010) en
Australia, Koike y Bolda (2013) en California, encontraron que Fusarium oxysporum
fue aislado en mayor frecuencia de plantas de frutilla. Sin embargo en Uruguay el hongo
que se aislé mas frecuentemente fue Neopestalotiopsis sp. seguido por Fusarium spp.

Neopestalotiopsis clavispora no habia sido reportado hasta 2015 como
patogeno de frutilla, hasta estudios realizados por Chamorro et al. (2016), Dung et al.
(2016) que mostraron a N. clavispora como el agente causal de la necrosis de raiz y
corona en frutilla. En Uruguay se reporto a esta especie causando muerte de ramas de
ardndanos (Vaccinium corymbosum, Gonzéalez et al., 2012), pero no se ha reportado
como patogenos de frutilla.

El complejo de Fusarium oxysporum comprende tanto cepas patdgenas como
no patégenas. Las cepas patogenas se agrupan en formas especiales segun la
especificidad del huésped, Fusarium oxysporum f. sp. fragariae es patdgeno especifico
de la frutilla (Arroyo et al. 2009, Koike 2009). En este trabajo se identifico Fusarium
oxysporum y Fusarium proliferatum este Gltimo reportado como patdégeno de
esparragos, ajo y cebolla produciendo podredumbre de raices (Molinero et al., 2010).

Cylindrocarpon destructans se aislo frecuentemente de plantas de frutilla
(Manici et al. 2005, Marocko 2006, Fang et al. 2011), mientras que Adhikari et al.
(2013) asociaron a Cylindrocarpon spp. como responsables de necrosis de raices y
coronas. Recientemente Weber y Entrop (2017) aislaron a Dactylonectria torresensis
como responsable de necrosis de raices. En este trabajo se aislaron Dactylonectria
novozelandica y Dactylonectria macrodidyma (anamorfos de Cylindrocarpon) sin
embargo no hay informacién que mencione a estas especies como patégenos de la
frutilla.

Segun France (2013) es comun aislar Rhizoctonia spp., Cylindrocarpon spp. y
Fusarium spp. tanto en forma individual o formando un complejo de hongos en las
raices. Es muy frecuente la asociacién entre distintos patdgenos los que en conjunto
producen mayor dafio. En este trabajo en el 81,8 % de las plantas se aisl6 mas de un
microorganismo formando distintos complejos.
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6. CONCLUSIONES

Por primera vez en Uruguay se determinG que Neopestalotiopsis clavispora,
Dactylonectria novozelandica y Dactylonectria macrodidyma estan asociados a la
muerte de plantas de frutilla.

Se determino que los géneros Neopestalotiopsis sp., Fusarium spp., Rhizoctonia
spp., Cylindrocarpon spp., Macrophomina sp., Verticillium spp., Pythium spp., y
Phytophthora spp. estan asociados a la muerte de plantas de frutilla en el departamento
de Salto. Estos organismos se aislaron como Unico género presente o formando distintos
complejos.

Existe la necesidad de identificar los microorganismos a nivel de especie y
realizar prueba de patogenicidad de aquellos organismos que no estén reportados en el
pais. También es necesario conocer cual es el organismo inicial de la enfermedad, y en
qué momento del ciclo ocurre la infeccion de las plantas.
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7. RESUMEN

El cultivo de frutilla es uno de los principales cultivos protegidos en el litoral norte del
Uruguay, donde se observo una importante muerte de plantas. El objetivo de este trabajo
fue identificar los organismos asociados a la muerte de plantas de frutilla en el
departamento de Salto haciendo énfasis en enfermedades de raiz y corona. Se
observaron y describieron los sintomas que aparecen asociados a la muerte de plantas y
se aislaron e identificaron los agentes asociados mediante caracterizacién morfoldgica y
el uso de herramientas moleculares. Para la toma de muestras, se visitaron diecinueve
predios horticolas distribuidos en seis zonas: Colonia 18 de Julio, Colonia Osimani,
Colonia Garibaldi, Colonia Gestido, Hipédromo y Granja Santana. Se colectaron 33
plantas de frutilla (dieciséis plantas de la variedad INIA Guapa, diez de INIA Yuri, tres
de Festival, tres de Benicia y una de INIA Agata) con sintomas de marchitamiento, hojas
rojizas, secas y necrosis interna de raices y coronas. Las plantas colectadas se procesaron
en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Agronomia, Universidad de la
Republica (Montevideo y Salto). A partir de las 33 plantas procesadas se obtuvieron 110
aislados, donde Neopestalotiopsis sp. y Fusarium spp. fueron los hongos aislados en
81,8 % y 75,7 % de las plantas respectivamente. Cylindrocarpon spp. estuvo presente en
el 42,4 % de las plantas, seguido por Rhizoctonia spp. en un 24,2 %, en menor
proporcion se aislaron Pythium spp., Macrophomina phaseolina, Phytophthora
cactorum y Verticillium sp. en un 21 % de las plantas. Estos organismos se aislaron en el
18,2 % de las plantas como Unico hongo presente y en el 81,8 % se aislaron formando
diferentes complejos. No se logré asociar un sintoma a un patdgeno especifico ya que un
mismo sintoma puede ser provocado por varios patégenos y generalmente se aisla mas
de un patégeno de una necrosis.

Palabras clave: Identificacion morfologica y molecular; Neopestalotiopsis sp.; Fusarium
spp.; Cylindrocarpon spp.; Rhizoctonia spp.; Pythium spp.;
Macrophomina phaseolina; Phytophthora cactorum; Verticillium sp.
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8. SUMMARY

Strawberry is one of the main protected crops in the north coast of Uruguay, where an
important death of plants was observed. The objective of this work was to identify the
organisms associated with the death of plants of strawberry in the department of Salto
emphasizing root and crown diseases. The symptoms associated with plant death were
observed and described and the associated agents were isolated and identified by
morphological characterization and the use of molecular tools. For the sampling,
nineteen horticultural estates were distributed in six areas: Colonia 18 de Julio, Colonia
Osimani, Colonia Garibaldi, Colonia Gestido, Hipodromo and Granja Santana. 33
strawberry plants (sixteen INIA Guapa plants, ten INIA Yuri plants, three Festival
plants, three Benicia plants and one INIA Agate plant) were collected with symptoms of
wilting, reddish or dry leaves, and internal necrosis of roots and crowns. The collected
plants were processed in the Phytopathology Laboratory of the Faculty of Agronomy,
University of the Republic (Montevideo and Salto). From the 33 plants processed, 110
isolates were obtained, where Neopestalotiopsis sp. and Fusarium spp. were isolated
fungi in 81,8 % and 75,7 % of the plants respectively. Cylindrocarpon spp. was present
in 42,4 % of the plants, followed by Rhizoctonia spp. in 24,2 %, to a lesser extent,
Pythium spp., Macrophomina phaseolina, Phytophthora cactorum and Verticillium sp.
in 21 % of the plants. These organisms were isolated in 18,2 % of the plants as the sole
fungus present and in 81,8 % they were isolated forming different complexes. It was not
possible to associate a symptom to a specific pathogen since the same symptom can be
provoked by several pathogens and more than one pathogen is usually isolated from a
necrosis.

Keywords: Morphological and molecular identification; Neopestalotiopsis sp.; Fusarium

spp.; Cylindrocarpon spp.; Rhizoctonia spp.; Pythium spp.; Macrophomina
phaseolina; Phytophthora cactorum; Verticillium sp.
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