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1. INTRODUCCION

La frutila (Fragaria X ananassa Duch.) en Uruguay se -cultiva
fundamentalmente en dos regiones, en el Sur en los departamentos de
Canelones y San José, y en el Norte, en Salto. El cultivo tiene un rol estratégico
en los sistemas prediales en donde se encuentra, su importancia radica en el
uso intensivo de recursos, principalmente mano de obra y capital, generando
altos margenes de ganancia por unidad de superficie (Scarlato, 2015).

La produccién de frutilla ha sido perjudicada por una alta mortandad de
plantas en el litoral Norte del pais asociada a enfermedades de raiz y corona
producidas por un complejo de patégenos que emergieron en el afio 2015. Esta
mortandad alcanzé pérdidas entre 30-50 % en cultivos destinados a la
produccién de fruta. Ademas, la pérdida fue total en plantas madres para
viveros (Vicente et al., 2018).

En Uruguay se asociaron a la muerte de plantas los géneros
Neopestalotiopsis, Fusarium, Rhizoctonia, Cylindrocarpon, Macrophomina,
Verticillium, Pythium y Phytophthora. Dentro del complejo de hongos
Cylindrocarpon spp. se aislé en una frecuencia de 42,4 % ocupando el tercer
lugar en cuanto a incidencia antecedido por Neopestalotiopsis sp. (81,8 %) y
Fusarium spp. (75,7 %) de acuerdo con el relevamiento realizado por Machin
(2017). El conocer cuales son las especies del complejo que causan la necrosis
de raiz y corona, es el primer paso necesario para la seleccion de las medidas
de manejo que controlen la enfermedad.

Se desconocen las especies y la patogenicidad de los aislados de
Cylindrocarpon asociados a la necrosis de raiz y corona de frutilla en Uruguay,
asi este trabajo plantea como objetivo caracterizar los aislados de
Cylindrocarpon spp. mediante analisis molecular, morfolégico y de
patogenicidad en plantas de frutilla.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ORIGEN

La frutilla pertenece a la divisibn Magnoliophyta (Angiospermae), clase
Magnoliopsida (Dicotiledoneae), subclase Rosidae, orden Rosales, familia
Rosaceae, subfamilia Rosoideae, tribu Potentillea y género Fragaria (Folquer
1986, Cronquist 1988).

Antiguamente en América del Norte se cultivaba la frutilla nativa
Fragaria virginiana la cual poseia la capacidad de resistir bajas temperaturas y
la sequia. Posteriormente en 1700 se descubrié en Chile una nueva variedad
Fragaria chiloensis, la cual tenia un alto nivel de produccion, pero su adaptacion
frente a un amplio rango de climas era restringida. En 1714 ocurrié la
hibridacién de Fragaria chiloensis y Fragaria virginiana dando lugar al cultivo
actualmente utilizado Fragaria X ananassa Duch., su genotipo es octoploide al
igual que el de las especies que le dieron origen (Husaini y Zaki, 2016).

A partir de 1800 Fragaria X ananassa Duch. constituye la especie
botanica basica de las variedades de frutilla comerciales (Folquer, 1986).

2.2. DESCRIPCION BOTANICA

Fragaria X ananassa posee un habito de vida perenne, en Uruguay se
cultiva como anual o bianual, debido a que luego de este periodo los problemas
sanitarios reducen la calidad y la productividad (Giménez, 2008).

Se reproduce vegetativamente por medio de los estolones, estos dan
origen a las plantas hijas y en forma sexuada a través de semillas contenidas
en los aquenios. La primera forma de reproduccién se usa para fines
comerciales mientras que la segunda es utilizada para mejoramiento genético
(Giménez et al., 2003).

La planta est& constituida por la corona, sistema radicular, hojas, flores,
frutos y estolones. La corona de la planta constituye un tallo corto y cilindrico,
su color natural es el blanco, por lo que cualquier alteracion produce
decoloraciones, necrosis y/o podredumbres. El sistema radicular se forma a
partir de la corona y se concentra en los primeros 15 cm de suelo. Las hojas
son trifoliadas y se forman en los nudos de la corona disponiéndose en forma
de espiral. Las inflorescencias se forman a partir de meristemas terminales de
la corona, el nimero de inflorescencias formadas es variable y depende del
cultivar y el clima. Los estolones son érganos vegetativos que se forman a partir
de las yemas axilares de las hojas. El estolon posee nudos, en los cuales se
desarrollan nuevas plantas o plantas hijas (Giménez et al., 2003).



2.3. IMPORTANCIA ECONOMICA Y SOCIAL

La frutilla es un cultivo muy popular mundialmente y tiene una alta
demanda en los mercados frescos al igual que en la industria fruticola (Husaini
y Abdin, 2008).

El principal productor es China con 2.955.453 toneladas, le sigue
Estados Unidos con 1.296.272 toneladas, luego México con 653.639 toneladas,
lo escolta Turquia con 440.968 toneladas y en quinto lugar se encuentra Egipto
con 362.639 toneladas. El area cosechada en el mundo es de 372.361
hectareas y la produccién mundial es de 8.337.099 toneladas (FAO, 2018).

Por su parte Uruguay produjo 3198 toneladas en la zafra 2014/2015. La
superficie ocupada por la producciéon de frutilla es de 130 hectareas, 84 en el
Sury 46 en el Norte (MGAP. DIEA, 2019).

2.4. SISTEMAS DE PRODUCCION EN URUGUAY

La zona litoral Norte es la que produce la mayor parte de la frutilla en
los meses de otofio, invierno y primavera temprana utilizando variedades de dia
corto. El sistema productivo se basa en cultivo protegido, ya sea en tuneles o
invernaderos. Las plantas se producen localmente en viveros bajo invernaderos
ubicados en los mismos predios de produccion de fruta, los estolones enraizan
directamente en el suelo para luego trasplantarse a raiz cubierta. Es un sistema
muy intensivo con incorporacibn de tecnologia, permitiendo obtener
rendimientos de hasta 50-60 t/ha. El cultivar méas utilizado es INIA Agata, de
origen nacional producto del mejoramiento genético de frutilla del INIA (Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuaria). En menor porcentaje de utilizacion se
encuentran las variedades extranjeras Sabrina y Marisol (Vicente y Giménez
2017, Vicente et al. 2018, 2019).

En la zona Sur se realizan principalmente cultivos a campo en verano
para abastecer al mercado durante primavera y verano. Las variedades
empleadas son de dia corto y dia neutro, las plantas son tipo frigo importadas
en su mayoria de Espafia, Estados Unidos y Chile. Las plantas verdes
producidas localmente ocupan una superficie menor en esta zona. El sistema
es intensivo y también con alta incorporacién de tecnologia. Los mejores
rendimientos llegan a 35-40 t/ha. En cuanto a los cultivares los méas difundidos
son San Andreas, Aromas y Camino Real (Giménez y Lenzi 2015, Vicente y
Giménez 2017).

2.5. ENFERMEDADES DE RAIZ Y CORONA

Los sintomas de la enfermedad se visualizan inicialmente en la parte
aérea de la planta, corresponden a sintomas foliares los cuales consisten en



coloracion amarillenta a marrdn, se observa marchitamiento y arrugado de las
hojas. A su vez se presenta desecacion y pobre desarrollo de los frutos,
marchitamiento y muerte de las plantas. Esto es consecuencia de la destruccion
del sistema radicular lo que limita la capacidad de la planta para absorber agua
y nutrientes provocado por varios hongos capaces de atacar y destruir raices
secundarias e invadir raices primarias. Ademas, se manifiestan sintomas
asociados a la infeccion de corona como decoloracion de los tejidos internos,
dicha infeccion puede derivar de la raiz o directamente de la corona (De los
Santos et al. 2003, Maas 2004).

Las enfermedades radiculares son causadas por patdgenos habitantes
del suelo y se caracterizan por: pasar la mayor parte de su vida en el suelo,
infectar 6rganos subterraneos y poseer la capacidad de sobrevivir en el suelo
por largos periodos de tiempo aun en ausencia de hospederos por lo que las
etapas de sobrevivencia y diseminacion se dan en el suelo, aunque algunos
hongos son capaces de diseminarse por viento o por aire (Correia et al., 2014).

Estas enfermedades pueden ser causadas por una 0O por
combinaciones de patdégenos, incluidos una o mas especies de Fusarium spp.,
Colletotrichum spp., Rhizoctonia spp., Verticilum spp. (Maas, 1998),
Phytophtora spp. (Maas, 2004), Cylindrocarpon destructans (llyonectria
radicicola, Manici et al., 2005), Armillaria mellea, Idriella lunata, Sclerotinia
sclerotiorum (Garrido et al.,, 2011), Macrophomina phaseolina (Koike et al.,
2013), Pythium spp. (Watanabe 1977, Ishiguro et al. 2014), y Neopestalotiopsis
clavispora (Chamorro et al., 2016).

En Uruguay se asociaron a la necrosis de raiz y corona los géneros
Neopetalotiopsis sp. (81,8 %), Fusarium spp. (75,7 %), Cylindrocarpon spp.
(42,4 %), Rhizoctonia spp. (24,2 %), Pythium spp. (9 %), Macrophomina sp. (6
%), Phytophthora spp. (3 %) y Verticillum spp. (3 %). Se identifico
Neopestalotiopsis clavispora y se determiné la patogenicidad en plantas de
frutilla (Machin et al.,, 2019). Ademas, se identificaron las especies de M.
phaseolina, Phytophthora cactorum, Dactylonectria novozelandica y D.
macrodidyma, estas dos Ultimas asociadas por primera vez a la muerte de
plantas en frutilla (Machin, 2017).

2.6. PODREDUMBRE DE RAIZ NEGRA POR Cylindrocarpon spp.

2.6.1. Distribuciéon mundial

La enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en las regiones
productoras de frutilla. La especie Cylindrocarpon destructans (llyonectria
radicicola) se aisld de raices y coronas de frutilla en Gran Bretafia (Matturi y
Senton, 1964), en Corea del Sur (Sung et al., 1985), en Estados Unidos (Yuen



et al., 1991), en Sudafrica (Botha, 2002), en Italia (Manici et al., 2005), en
Suecia (Morocko, 2006) y en Australia (Fang et al., 2011).

Asi también llyonectria crassa, |. pseudodestructans, |. robusta, C.
obtusisporium y Dactylonectria torresensis se aislaron en Alemania (Weber y
Entrop, 2017). Esta dltima especie también se asocid a la enfermedad en
Holanda y Estados Unidos (Ferrer, 2015). Mientras en Uruguay se asociaron a
la enfermedad D. macrodydima y D. novozelandica en plantas de frutilla en
Salto (Machin, 2017).

2.6.2. Descripcion taxondmica y morfoldgica

El género Cylindrocarpon pertenece a la division Myxomycota, se
encuentra dentro de la subdivision Deuteromycotina, en la que se ubican
hongos imperfectos y pertenece a la clase Hyphomycetes, los numerosos
géneros de hongos pertenecientes a esta clase se agrupan en un Unico orden
denominado Hyphales, antiguos Moniliales (Barnett y Hunter 1972, Agrios
2007).

Cylindrocarpon posee conidiéforos erectos, delgados, hialinos, que se
ramifican escasamente de forma irregular terminando en fidlides delgadas
generalmente de color conspicuo. Los conidios (esporas asexuales) en su
mayoria poseen de 3 a 4 septos, aunque esto puede variar, son hialinos, de
paredes lisas y cilindricos producidos sucesivamente agregandose en
pequefios fasciculos (Figura No. 1). Se distingue por un micelio aéreo de
crecimiento rapido, hialino o de color brillante y de textura aterciopelada lanosa
(Barnett y Hunter 1972, Domsch et al. 1980).

ﬁfs@

a) Conidioforos con conidios unidos; b) Conidios.

Figura No. 1. Cylindrocarpon spp.

Fuente: tomado de Barnett y Hunter (1972).



Inicialmente el telomorfo de Cylindrocarpon se asocié al género
Neonectria (perteneciente a la divisibn Myxomycota, subdivision Ascomycaotina,
clase Ascomycetes, orden Hypocreales y familia Nectriaceae) con mas de 50
especies identificadas (Mantiri et al. 2001, Agrios 2007, Hawksworth et al.,
citados por Alaniz 2008, Chaverri et al. 2011). Las especies de Neonectria se
caracterizan por poseer peritecios subglobosos a obpiriformes, lisos a rugosos
de color rojo; las ascosporas (esporas sexuales) son hialinas generalmente
bicelulares (Rossman et al., citados por Chaverri et al., 2011).

Posteriormente, en base a caracteristicas morfologicas y datos
moleculares, Neonectria se dividid en distintos grupos: Rugonectria (N.
rugulosa), Thelonectria (N. mammoidea/N. veuillotiana), llyonectria (N.
radicicola) y Campylocarpon del que no se conoce su forma asexual (Chaverri
et al., 2011).

Recientes estudios filogenéticos mostraron que Ilyonectria es
parafilético por lo que se estableci6é el género Dactylonectria, el mismo incluye
especies existentes previamente en llyonectria (Cabral et al. 2012, Lombard et
al. 2014).

2.6.3. Descripcion del género

El género Cylindrocarpon fue nombrado por primera vez por H. W.
Wollenweber en 1913 con C. cylindroides como la especie tipo. Esta seccion
correspondia a los anamorfos de la seccion Willkommiotes de Nectria,
caracterizados por no producir clamidosporas (Khorasani 2013, Ferrer 2015).

En 1917 Wollenweber amplié el concepto de Cylindrocarpon para incluir
especies que produjeran clamidosporas en el micelio en medio de cultivo, como
Cylindrocarpon destructans, miembro mas importante de este grupo (Brayford,
citado por Ferrer, 2015).

Booth, citado por Khorasani (2013) en 1966 en su revisién taxonémica
dividi6 el género en cuatro grupos basado en la presencia o ausencia de
clamidosporas y microconidios. Ellos son: grupo 1 (clamidosporas ausentes y
microconidios presentes); grupo 2 (clamidosporas ausentes y microconidios
ausentes); grupo 3 (clamidosporas presentes y microconidios presentes) y
grupo 4 (clamidosporas presentes y microconidios ausentes). Samuels y
Brayford (1990) discreparon con esta division por el hecho de que una misma
especie pueda ubicarse en mas de un grupo.

Otros estudios dividieron el género Cylindrocarpon en tres clados en
base al analisis filogenético de secuencias del ADNr mitocondrial (Mantiri et al.,
2001). A partir de este se denominaron cuatro nuevos géneros: Neonectria



(clado | de Mantiri et al. /grupo 1 de Booth), Thelonectria (clado Il de Mantiri et
al. /grupo 2 de Booth), Rugonectria (clado Il de Mantiri et al. /grupo 2 de Booth)
e llyonectria (clado Il de Mantiri et al. /grupo 3 de Booth). En esta clasificacion
los tres clados se correlacionan a los tres primeros grupos de Booth (Chaverri et
al. 2011, Lawrence et al. 2019).

Dentro del género llyonectria se incluye a Cylindrocarpon
macrodidymum (llyonectria macrodidyma), entre otras especies. A partir de
estudios multigénicos se determind la existencia de polimorfismos dentro de I.
macrodidyma como consecuencia de esto se describieron seis nuevas especies
en el complejol. macrodidyma, ellas son: Dactylonectria alcacerensis, D.
macrodidyma, D. novozelandica, D. torresensis, D. ecuadoriensisy D.
valentina (las dos ultimas estrechamente relacionadas con D. vitis, Cabral et al.
2012, Lombard et al. 2014, Lawrence et al. 2019).

2.6.4. Sintomas en frutilla

Los sintomas producidos por Cylindrocarpon spp. consisten en
amarillamiento, marchitez de hojas y necrosis generalizada en raiz y corona. Se
manifiesta también una reduccion en el crecimiento de la raiz, en consecuencia,
las plantas pierden vigor (Sweetingham 1983, Adhikari et al. 2013).

2.6.5. Rango de hospederos

El género Cylindrocarpon spp. es comunmente habitante de la rizosfera
de una amplia variedad de especies de plantas, tanto herbaceas como lefiosas
causando importantes enfermedades de raiz de plantas agricolas, asi como en
plantulas de coniferas en viveros, donde se aisla frecuentemente de tejidos
enfermos en asociacién con otros potenciales patégenos (Sweetingham 1983,
Brayford, citado por Khorasani 2013).

En cuanto a los géneros de plantas Cylindrocarpon spp. es capaz de
causar pudricién de raices en distintos hospederos como: Abies, Aster, Beta,
Fragaria, Panax, Juglans, Lilium, Malus, Narcissus, Pinus, Prunus,
Rhododendron, Solanum, Vitis, entre otros, de acuerdo con Coyier y Roave,
citados por Besoain y Piontelli (1999). Campbell, citado por Besoain y Piontelli
(1999) asegura la presencia de Cylindrocarpon spp. asociada a raices en otras
especies vegetales, siendo un habitante comian de la rizosfera, es decir sin
causar enfermedad en los hospederos, por lo que se deben realizar pruebas de
patogenicidad para constatar la asociacion entre el patdégeno y la planta.

En Uruguay se sabe que Neonectria galligena es patdgeno de manzano
y peral (Koch et al., citados por Abreo et al., 2010). Ademas, se aislaron las
especies Campylocarpon pseudofasciculare, Cylindrocarpon destructans, C.



liriodendri, C. macrodidymum, C. olidum y C. pauciseptatum asociadas a la
enfermedad de pie negro en vid (Abreo et al., 2010).

2.6.6. Ciclo de desarrollo de la enfermedad

Como hongo habitante del suelo y de actividad saprofitica tiene la
capacidad de sobrevivir en residuos de plantas y en estructuras de resistencia,
permaneciendo viable en ausencia de plantas hospederas incluso luego de
rotaciones de cultivos, lo que dificulta la eliminacion del hongo una vez que se
introdujo en el area del cultivo (Wheeler y Rush, citados por Correia et al.,
2014). A su vez se ha constatado que Cylindrocarpon spp. puede sobrevivir
indefinidamente en raices jovenes y células corticales superficiales, sin afectar
la sanidad de las plantas (Kope et al., 1996). Esto significa que raices
colonizadas no son un indicador adecuado del nivel de enfermedad (James et
al., citados por Kope et al., 1996).

La sobrevivencia de Cylindrocarpon spp. en el suelo depende del
crecimiento y propagacion de micelios, asi como la produccién de
clamidosporas y conidios (Khorasani, 2013). Las clamidosporas le proporcionan
al hongo la capacidad de sobrevivir en el suelo durante largos periodos de
tiempo y los conidios le permiten la dispersion a través del agua del suelo (Petit
et al., 2011).

Para la infeccion, las esporas deben entrar en contacto con la superficie
de la raiz, luego la hifa ingresa a través de heridas a las raices y es capaz de
descomponer las células del cortex, restringiendo asi la absorcion y el posterior
transporte de nutrientes (Petit et al., 2011).

El mecanismo de patogenicidad de este grupo de hongos incluye la
capacidad de producir fitotoxinas (Andolfi et al.,, 2011). En Australia,
aislamientos de Cylindrocarpon spp. mostraron produccion in vitro de Brefeldin
A, un compuesto de accion fitotdxica y antifingica; este compuesto podria
inhibir a otros hongos y favorecer el establecimiento de Cylindrocarpon spp. en
la rizosfera causando supresién en el crecimiento de la raiz. Experimentos
realizados mostraron una reduccién significativa en el crecimiento de plantas de
frutilla asociado a Brefeldin A (Sweetingham, 1983).

2.6.7. Condiciones gue favorecen el desarrollo de la enfermedad

Las especies pertenecientes al género Cylindrocarpon spp. poseen la
capacidad de crecer en bajas concentraciones de oxigeno por lo que pueden
encontrarse tanto en suelos superficiales como a varios centimetros de
profundidad. A su vez la rapida germinacion de esporas y crecimiento micelial le
confieren una gran habilidad competitiva permitiéndole colonizar raices jovenes,



a esto se la suma su habilidad de usar nitrdgeno organico como inorganico
(Garrido et al. 2004, Khorasani 2013).

Agusti-Brisach y Armengol (2012) observaron el crecimiento micelial de
aislados de Cylindrocarpon spp. (tres aislados pertenecientes a C. liriodendri,
tres de C. macrodidymum y tres de C. pauciseptatum) en un rango de 5° a 30°
C, siendo su temperatura Optima entre 20° y 25° C, en cuanto al pH el
crecimiento se observdé en un rango de 4 a 8 aunque se demostré que
Cylindrocarpon spp. se desarrolla mejor en condiciones acidas que neutras. La
esporulacion ocurrié en las tres especies a diferentes temperaturas (5, 10, 15,
20,25y 30° C), pH (4, 5, 6, 7y 8) y potenciales de agua (-0.5, -1.0, -2.0, -3.0, -
4.0 y -5.0 MPa). En cuanto a la produccién de clamidosporas no se vio afectada
por las distintas temperaturas, pH y potenciales de agua, aunque ningun aislado
produjo clamidosporas entre 5 y 10° C (Agusti-Brisach y Armengol 2012, Farh
et al. 2017).

Sweetingham (1983) menciona el estrés en las plantas como condicién
necesaria para que Cylindrocarpon spp. se reproduzca. Asociado a esto,
heridas en las raices muestran una mayor susceptibilidad a la infeccidén por este
patégeno (Farh et al., 2017).

Otro factor que determina la incidencia de la enfermedad es la edad de
la planta, aunque esta se puede encontrar durante todo el ciclo de su vida,
raices mas jovenes evidencian una mayor incidencia de Cylindrocarpon spp.
Experimentos realizados en ginseng (Panax ginseng) exhibieron dichos
resultados y los mismos fueron asociados a la inmadurez de la pared celular de
la raiz en plantas jovenes (Farh et al., 2017).

El tipo de suelo afecta también al desarrollo de la enfermedad, suelos
arcillosos con alta capacidad de retener humedad favorecen el crecimiento de
Cylindrocarpon spp. (Maas 1987, Michereff et al., citados por Ceja-Torres et al.
2008). A su vez Gams y Domsch, citados por Sweetingham (1983) mencionan
que las especies de Cylindrocarpon spp. se relacionan frecuentemente a la
fraccion organica del suelo.

2.6.8. Practicas de manejo para enfermedades de raiz y corona en frutilla

Para el control de las enfermedades de raiz y corona es necesario
implementar un conjunto de medidas de manejo integrado. Las medidas
aplicadas deben lograr un equilibro planta-patégeno-ambiente que minimice los
dafios y tengan una alta probabilidad de incorporacién por parte de los
productores (Khorasani 2013, Vicente et al. 2018).



El buen manejo del suelo es esencial, por lo tanto, se recomienda la
preparacion del terreno con antelacion a la plantacion. Esto incluye: el agregado
de materia organica, la inclusion de abonos verdes, sistematizacion de los
cuadros para asegurar un buen drenaje y aireacion, canteros altos y uso de
mulch (Giménez et al. 2003, Vicente et al. 2018).

Otro elemento clave es el uso de material de propagacion sano para
evitar la dispersion de enfermedades de raiz y corona mediante tres
alternativas: producir plantas para el cultivo en viveros aislados de la zona de
produccion de frutilla, aislamiento relativo de los viveros dentro de los predios o
utilizacién de plantas madres micropropagadas en los viveros todos los afios
(Vicente et al., 2018).

Es de gran importancia la eliminacion y destruccion de rastrojos, plantas
y frutos afectados, asi como la solarizacion en combinacibn o no con
biofumigacion, esto contribuye a bajar la poblacion de los hongos en el suelo, lo
cual es una estrategia de control muy apropiada para este tipo de
enfermedades (Giménez et al., 2003).

Se deben realizar rotaciones con cultivos no susceptibles a estas
enfermedades o con abonos verdes, y el control adecuado de malezas, para
cortar en algunos casos los ciclos de los hongos y en consecuencia tener
menores niveles de enfermedad (Giménez et al., 2003).

Conjuntamente la inclusiébn de cultivares resistentes o tolerantes a
enfermedades de raiz y corona contribuye a la reduccion de la incidencia de la
necrosis de raiz y corona. Asi en el 2016 INIA liberé el cultivar INIA Agata el
cual posee una resistencia media a alta a enfermedades de raiz y corona, y del
cual se constaté un uso creciente por parte de los productores de Salto, debido
a la menor mortandad de plantas en comparacion con las variedades
susceptibles (Giménez et al. 2003, Vicente et al. 2018).

En cuanto al control quimico de estas enfermedades, se sabe que su
efectividad es relativa debido principalmente a que hasta el momento no existen
principios activos con buena accion en el suelo. A esto se le suma los efectos
negativos ambientales, sociales y econémicos que conlleva el uso de fungicidas
(Giménez et al. 2003, Vicente et al. 2018).

El uso de agentes de control biolégico se presenta como una alternativa
a la aplicacion de fungicidas de sintesis quimica, pero hasta el momento los
estudios se encuentran a nivel experimental. Evaluaciones de antagonismo
directo mediante ensayos in vitro de cultivos duales se realizaron entre
Trichoderma sp., Streptomyces lydicus o Bacillus sp., con Cylindrocarpon sp.
Los tres antagonistas ejercieron algun grado de inhibicién sobre el crecimiento
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radial del patdégeno alcanzando valores de 81,5 %, 96,1 % y 71,1 %
respectivamente. Estos organismos podrian ser considerados potenciales
agentes de control biolégico para el manejo de la enfermedad (Pinto, 2014).
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en el afio 2019, en el Laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica
(Montevideo).

Se utilizaron seis aislados de Cylindrocarpon spp. de la coleccion del
Laboratorio de Fitopatologia provenientes de plantas de frutilla de Salto 2018
(Cuadro No. 1) y conservados a -20° C en papel filtro dentro de sobres
esterilizados.

Cuadro No. 1. Origen de los aislados de Cylindrocarpon spp. utilizados

Aislado No. Variedad Zona de aislamiento
33 Clon T38.2 Raiz
92 Clon U20.4 Raiz
117 Yuri Corona
128 Clon Q67.3 Raiz
131 Clon T38.2 Corona
137 Agata Raiz

3.1. IDENTIFICACION MOLECULAR

Se realiz6 la identificacibn molecular de los seis aislados de
Cylindrocarpon spp. para ello se efectud la extraccion de ADN, su posterior
amplificacion por PCR y secuenciacion.

3.1.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 empleando el protocolo de Paolocci et
al. (1999) con modificaciones. El cual consiste en retirar todo el micelio con
espatula de la superficie de cada placa de las seis colonias puras, con 13 dias
de edad y se colocd en tubos eppendorf de 1,5 ml identificados para cada
hongo. Luego se le agregé 200 ul 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 llevo al freezer (-20° C) por dos horas. Se retiraron los tubos del freezer y se
rompié el micelio mediante pistilos esterilizados para luego agregarle 200 pl
mas de buffer de lisis. Posteriormente se homogeneizé por 10 segundos y
después se colocaron los tubos a bafio maria (65° C) por 30 minutos, durante el
mismo se invirtieron los tubos cinco veces cada 10 minutos.

Se adiciond 300 ul de NaCl, luego se volvieron a invertir los tubos
suavemente para homogeneizar y se centrifugd a 13000 rpm durante 10
minutos a una temperatura de 4° C. Se retir6 500 ul del sobrenadante y se lo
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colocdé en un nuevo tubo y se anadié 500 ul de Isopropanol (-20° C), se
homogeneizo invirtiendo los tubos suavemente 20 veces y luego se llevo al
freezer por 30 minutos. Posteriormente se centrifugd a 13000 rpm durante cinco
minutos a 4° C. Se descart6 el sobrenadante y el pellet se enjuag6 dos veces
con 200 pl de alcohol 70 %, invirtiendo los tubos 10 veces y se centrifugd cinco
minutos a 13000 rpm (4° C). Se descarto el alcohol y se dejé secando el pellet
en estufa (aproximadamente 45 minutos a 40° C). Luego se lo resuspendié en
48 ul de solucion buffer TE estéril y filtrada (0,2 mM y pH 8,0) y se llevé a 65° C
por 15 minutos. Se adiciond 2 pl de ARNasa/ tubo y se colocé a 37° C por 30
minutos para luego guardarlos en el freezer (-20° C).

Se determind la concentracion de ADN de las muestras
mediante Nanodrop 2000 Spectrophotometer Thermo Scientific, ajustando
la concentracion a 25 ng/ul.

3.1.2. Amplificacion por PCR y secuenciacion

La amplificacion mediante PCR se llevd a cabo en un termociclador
PTC-100 Peltier Thermal Cycler. La mezcla para la reaccion de la amplificacion
estaba compuesta por buffer 10X (50 mMKcl, 10 mM Tris HCI (pH 8)) 2,5 ul,
nucleotidos (DNTP) 0,8 uM, 0,5ul de cada uno de los cebadores, ADN 1 pl,
DMSO 0,5 pl, y por ultimo se agregé Taq polimerasa (MgCl incluido) 0,2 ul, el
volumen final de la reaccion fue de 25 ul alcanzado con 19 yl de agua MQ. Las
caracteristicas de los cebadores utilizados se detallan a continuacion.

Cuadro No. 2. Caracteristicas del cebador HIS

Locus Cebadores Secuencias 5- 3’ Fragmento Referencia
(pb)
HIS CylH3F AGGTCCACTGGTGGCAAG 500 Crous et
al. (2004)

Cyl[H3R  AGCTGGATGTCCTTGGACTG

El programa de amplificacion consisti6 en una primera
desnaturalizacion a 94° C durante dos minutos, seguida de 35 ciclos de
amplificacion, cada uno de los cuales consistia en desnaturalizacion a 94° C
durante 30 segundos, luego 60° C por 30 segundos y 72° C por 45 segundos.
Por ultimo, se realizé una extension final de 72° C por 10 minutos.

Los productos de amplificacion se analizaron utilizando 2 ul de cada
muestra los cuales se homogeneizaron con 1 pl de colorante violeta DYE para
luego realizar la electroforesis en gel de agarosa al 1 %, utilizando Buffer TBE
1X (tris base 89 mM, acido borico 89 mM y EDTA 2 mM, pH=8,0). Para estimar
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el tamafo de las bandas se empled un marcador de peso molecular conocido
de 100 pb (Gene Ruler 1 kb DNA Ladder Plus, Fermentas, Alemania). Ademas,
se incluyé en el gel una muestra como control negativo (sin ADN) para
descartar posibles contaminaciones de la PCR. La electroforesis se realizd
durante 25 minutos, a 90 voltios y 400 amperios.

Para visualizar los productos de amplificacion de la PCR se tifieron los
geles con una solucion acuosa y GelRed (Biotium, Estados Unidos (5 pl
GelRed, 2 ml NaCl 0,1 My 48 ml de agua)) durante 30 minutos. Luego los geles
se expusieron a luz UV en transiluminador (DyNA 17 Light Dual Intensity UV
Transiluminator, Labnet Internacional Inc., USA), para la visualizacion y
fotodocumentacion de las bandas.

Los productos de las PCR se enviaron a secuenciar a 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.

3.2. IDENTIFICACION MORFOLOGICA

Para la caracterizacion morfologica de las especies se procedié de
acuerdo con lo descripto por Halleen et al. (2006), se utilizé un aislado puro de
cada especie en medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) incubados por 20
dias a 24° C, bajo luz ultravioleta. Las observaciones microscopicas se
realizaron en un microscopio o6ptico Olympus CX41 a 40X de aumento,
registrandose el largo y ancho de 50 conidios a través del programa
DinoCapture 2.0. Ademas, se observaron caracteristicas de los conidios como
su forma y cantidad de septos.

También se caracterizaron las colonias por color y textura, utilizando lo
descripto por Domsch et al. (1980).

3.3. PRUEBA DE PATOGENICIDAD

Se utilizaron 35 plantas madres de frutilla micropropagadas del cultivar
INIA Guapa de 69 dias de edad en macetas de 1 litro con sustrato Bas Van
Buuren (BVB), compuesto por 70 % de turba rubia y 30 % de turba negra. Las
plantas se mantuvieron a 20+5° C y 80 % de humedad relativa en una camara
de crecimiento en Facultad de Agronomia con un fotoperiodo de 14 horas.

Las plantas se inocularon con seis aislados de Cylindrocarpon spp.
utilizando el método de Rego et al. (2001), el cual consiste en retirar las plantas
de las macetas para seguidamente lavar las raices con agua corriente. Se
utilizd una colonia de cada aislado de 25 dias de edad desarrollada en medio de
cultivo PDA, bajo luz ultravioleta. Para preparar el inéculo se le agrego 25 ml de
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agua destilada estéril (ADE) a cada placa y se raspo mecanicamente la
superficie con ansa de Drigalski, la suspension de conidios se filtré a través de
una gasa estéril y se ajusté la concentraciéon a 10° conidios.ml* (concentracion
calculada a partir de Camara de Neubauer). Luego se adiciond una gota de
Tween 20 a la suspension para evitar conglomerados de conidios y obtener una
concentracion mas homogénea de los mismos (Gilchrist-Saavedra et al., 2005).

Por cada aislado se inocularon cinco plantas sumergiendo las raices en
una suspension de conidios durante 30 minutos (Figura No. 2a). A las plantas
utilizadas como testigo se les realizd el mismo tratamiento sumergiendo sus
raices en ADE. Luego se volvieron a plantar en macetas individuales de 1 litro,
que contenian sustrato BVB. Se cubrieron con nylon transparente durante 24
horas (Figura No. 2b, Adhikari et al., 2013). La disposicion de las plantas fue al
azar y fueron regadas periddicamente con agua destilada.

a) Raices sumergidas en suspension de conidios; b) Plantas inoculadas cubiertas con nylon
transparente.

Figura No. 2. Inoculacién de plantas de frutilla cv. INIA Guapa
3.4. RE-AISLAMIENTOS DE HONGOS A PARTIR DE RAIZ Y CORONA

Las plantas de frutilla inoculadas con sintomas de la enfermedad fueron
lavadas bajo agua corriente con el fin de remover la tierra adherida a las
mismas. Luego se cortaron cinco secciones de la zona de avance de la lesion
en raiz y corona, se desinfectaron superficialmente en alcohol 70° por 50-60
segundos y se enjuagaron tres veces con ADE, se dejaron secar en papel filtro
esterilizado y para finalizar se colocaron en placas de Petri con agar-agua y
antibiotico (estreptomicina 0,02 %) y se incubaron a 24° C por 72-96 horas.
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Las colonias que se desarrollaron a partir de las muestras de tejidos
infectados se transfirieron a PDA y se incubaron durante 20 dias en incubadora
con UV. A los hongos re-aislados se les realiz6 la caracterizacion morfolégica,
la extraccion de ADN y posterior amplificacion por PCR y secuenciacion para su
identificacion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. IDENTIFICACION MOLECULAR

Las seis muestras de ADN de Cylindrocarpon spp. se amplificaron con
los cebadores de la region génica his3 y se obtuvo un fragmento de
aproximadamente 500 pares de bases. A través del alineamiento de las
secuencias de los aislados con las depositadas en el GenBank se identificaron
los organismos a nivel de especie con alto porcentaje de identidad (Cuadro No.
3).

Cuadro No. 3. Aislados de Dactylonectria novozelandica, D. ecuadoriensis y D.
macrodidyma identificados mediante la secuencia parcial del gen HIS (histona
H3)

Aislado  Secuencia de Identidad (%) Especie

No. referencia H3

33 MK409914.1 100 Dactylonectria novozelandica
92 MK409914.1 100 Dactylonectria novozelandica
128 MK409914.1 100 Dactylonectria novozelandica
117 MF683683.1 99,53 Dactylonectria ecuadoriensis
137 MF683683.1 99,32 Dactylonectria ecuadoriensis
131 MK409903.1 99,55 Dactylonectria macrodidyma

4.2. IDENTIFICACION MORFOLOGICA

Se caracterizaron morfolégicamente los aislados No. 92, No. 117 y No.
131. Cada aislado produjo micelio aéreo de textura algodonosa (Domsch et al.
1980, Aiello et al. 2015) y de color naranja a marrén oscuro (Figura No. 3a, No.
4a y No. 5a) concordando con la descripcion de Domsch et al. (1980), de
crecimiento relativamente lento.

Luego de 20 dias se observaron abundantes conidios hialinos de
paredes lisas, en su mayoria rectos con extremos redondeados, con 3 septos
transversales, pero a menudo variables (Figura No. 3b, No. 4b y No. 5b),
coincidiendo con la descripcion de Barnett y Hunter (1972), Domsch et al.
(1980), Adhikari et al. (2013).
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a) Colonia en placa de Petri con medio de cultivo PDA a los 20 dias de incubacién; b) Conidios
y microconidios (40X).

Figura No. 3. Crecimiento de Dactylonectria novozelandica y conidios

a) Colonia en placa de Petri con medio de cultivo PDA a los 20 dias de incubacién; b) Conidios
(40X).

Figura No. 4. Crecimiento de Dactylonectria ecuadoriensis y conidios
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a) Colonia en placa de Petri con medio de cultivo PDA a los 20 dias de incubacién; b) Conidios
y microconidios (40X).

Figura No. 5. Crecimiento de Dactylonectria macrodidyma y conidios

Los resultados promedio de D. novozelandica son similares a los
proporcionados por Cabral et al. (2012), 38,4 x 6,5 ym tamafo conidial y 3
septos. Asi también las medidas promedio de D. ecuadoriensis son cercanas a
las proporcionadas por Lawrence et al. (2019), 41,0 x 7,0 ym tamano conidial y
3 septos. Ademas, los valores promedio de D. macrodidyma son semejantes a
los de Alaniz et al. (2007), 35,9 x 5,8 ym tamafo conidial y 3 septos.
Comparando el tamafio conidial promedio de las especies, D. ecuadoriensis
resultd 10,2-12,2 x 1,8 ym mayor en relacién a las otras dos especies (Cuadro
No. 4).

A través de la identificacién morfologica de los conidios no se pudieron
diferenciar las especies de D. novozelandica y D. macrodidyma, mientras por el
analisis molecular se identificaron las tres especies.

Cuadro No. 4. Caracteristicas morfolégicas de los conidios de Dactylonectria
novozelandica, D. ecuadoriensis y D. macrodidyma

Especie No. de No. Tamafio conidial Tamafio
septos promedio (um) conidial
de septos promedio (um)
Dactylonectria 2-3 3 27,3-45,8 x 4,1-7,3 37,7x5,9
novozelandica
Dactylonectria 2-3 3 42-53,8 x 5,4-10,2 48,3 x 7,7
ecuadoriensis
Dactylonectria 2-3 3 27,1-50,6 x 4,1-7,7 36,1 x5,9

macrodidyma
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4.3. PRUEBA DE PATOGENICIDAD

Las 30 plantas inoculadas con los seis aislados (tres pertenecientes a
Dactylonectria novozelandica, dos de la especie D. ecuadoriensis y un unico
aislado de D. macrodidyma) exhibieron sintomas foliares entre los 9-14 dias,
pero en la raiz y corona se observaron a los 137 dias.

Los sintomas foliares se observaron en todas las plantas y se
manifestaron como necrosis en bordes de hojas y en la totalidad de la mismas
comenzando por las hojas exteriores (Figura No. 6a, No. 7a y No. 8a). A partir
de los nueve dias posteriores a la inoculacibn se pudieron observar los
sintomas mencionados en plantas inoculadas con aislados de Dactylonectria
novozelandica, correspondiendo al menor periodo de incubacién. Mientras que
para D. ecuadoriensis y D. macrodidyma los sintomas se visualizaron a partir de
los 14 dias.

Los sistemas radiculares presentaron sintomas con un 100 % de
incidencia para las tres especies, los mismos consistieron en necrosis, las
raices afectadas mostraron una coloracibn marron oscura a negra (Figura No.
6b, No. 7b y No. 8b).

En cuanto a las coronas de las plantas inoculadas con Dactylonectria
spp., todas desarrollaron sintomas incipientes con decoloracién en la base del
tejido (Figura No. 6¢, No. 7c y No. 8c). Probablemente no se observaron
sintomas como necrosis de los tejidos vasculares con coloracion roja, marrén o
negra debido a que estan mas relacionados con plantas muertas de frutilla que
con plantas enfermas (Fang et al., 2011).

A partir de las plantas con sintomas se realizaron los aislamientos
desde la raiz y corona. La identidad de los re-aislados se confirmé mediante la
identificacion molecular y morfolégica. Las plantas testigo sin inocular se
mantuvieron sanas (Figura No. 9) y no se aislé Dactylonectria spp. de sus
tejidos.
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A

a) Necrosis en hojas adultas; b) Necrosis de raiz; c) Lesién incipiente en corona.

Figura No. 6. Sintomas en plantas de frutilla cv. INIA Guapa inoculadas con
Dactylonectria novozelandica

a) Necrosis en hojas adultas; b) Necrosis de raiz; c) Lesion incipiente en corona.

Figura No. 7. Sintomas en plantas de frutilla cv. INIA Guapa inoculadas con
Dactylonectria ecuadoriensis
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a) Necrosis en hojas adultas; b) Necrosis de raiz; c) Lesién incipiente en corona.

Figura No. 8. Sintomas en plantas de frutilla cv. INIA Guapa inoculadas con
Dactylonectria macrodidyma

a) Foliolos sanos; b) Sistema radicular sano; ¢) Corona sana.

Figura No. 9. Plantas de frutilla cv. INIA Guapa sin inocular

Las especies de Dactylonectria novozelandicay D. macrodidyma se
reportaron patdégenas de vid en diferentes regiones de América, Europa y
Oceania (Alaniz 2008, Abreo et al. 2010, Dos Santos et al. 2014, Aiello et al.
2015). También se reportaron en Australia como agentes causales
de la podredumbre de la raiz en palto (Vitale et al. 2012, Parkinson et al. 2017).
A su vez en Espafa las dos especies se asociaron a plantas forestales en
viveros con dafios en el sistema radicular (Ferrer, 2015). Ambas especies
se aislaron de raices con sintomas de enfermedad en cerezo y pistacho en
Estados Unidos (Lawrence et al., 2019) y también se asociaron a la mortandad
de plantas de frutilla en Uruguay (Machin, 2017). En Estados Unidos D.
macrodidyma se aisl6 como patégena en olivo, mientras en citrus se
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desarroll6 a partir de raices con sintomas de podredumbre seca (Urbez-Torres
et al. 2012, Adesemoye et al. 2016).

Dactylonectria  ecuadoriensis se asocid6 a raices enfermas
de Piper spp., Cyathea lasiosora, Socratea exorrhiza y Carludovica palmata en
Ecuador. Mientras que en Estados Unidos se aislo de olivo con sintomas de
podredumbre de raiz (Gordillo y Decock 2017, Lawrence et al. 2019), sin
reportes de patogenicidad en especies de plantas.

En base a los resultados de este trabajo se identificaron Dactylonectria
novozelandica, D. ecuadoriensis y D. macrodidyma causando necrosis de raiz y
corona en frutilla.

En futuros trabajos serd necesario ampliar el conocimiento de la
coleccién de aislados de Cylindrocarpon spp. para asi conocer la incidencia de
las especies y su patogenicidad. Sera oportuno la realizacion de estudios
epidemiolodgicos, asi como de susceptibilidad en diferentes variedades de frutilla
y también evaluar agentes de biocontrol en el control de la necrosis de raiz y
corona.
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5. CONCLUSIONES

El presente trabajo es el primero en determinar la patogenicidad de
Dactylonectria novozelandica, D. ecuadoriensis y D. macrodidyma en frutilla.

En base a las condiciones que se realizé el ensayo se identificaron las
especies Dactylonectria novozelandica, D. ecuadoriensis y D. macrodidyma
causando necrosis de raiz y corona en frutilla. De esta manera las tres especies
también forman parte del complejo de patégenos que causan las enfermedades
de raiz y corona de frutilla en Uruguay.
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6. RESUMEN

El cultivo de frutilla se encuentra distribuido en dos zonas de importancia en
Uruguay, en el Sur en los departamentos de Canelones y San José, y en el
Norte, en Salto. El valor del cultivo en los sistemas prediales radica en el uso
intensivo de recursos, fundamentalmente mano de obra y capital, generando
altos mérgenes de ganancia por unidad de superficie. Desde 2015, se ha
observado una alta mortandad de plantas debido a enfermedades de raiz y
corona producidas por un complejo de patégenos. Asociado a la muerte de
plantas de frutilla en Salto, Cylindrocarpon spp. se aislé en una frecuencia de
42,4 % ocupando el tercer lugar en cuanto a incidencia. El objetivo de este
trabajo fue caracterizar los aislados de Cylindrocarpon spp. mediante analisis
molecular, morfolégico y de patogenicidad en plantas de frutilla. Se
caracterizaron molecular y morfolégicamente seis aislados. A partir de ellos se
inocularon 30 plantas de frutilla del cultivar INIA Guapa para probar su
patogenicidad en camara de crecimiento del Laboratorio de Fitopatologia de
Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica (Montevideo). Las
especies identificadas fueron Dactylonectria novozelandica, D. ecuadoriensis y
D. macrodidyma. Los sintomas observados fueron necrosis en bordes de hojas
y en la totalidad de estas, necrosis en los sistemas radiculares y lesiones
incipientes en coronas como decoloraciones en la base de las mismas. De las
plantas sintométicas que se realizaron los re-aislamientos se recuperaron a
partir de raiz y corona los hongos con los que fueron inoculadas. El presente
trabajo es el primero en determinar la patogenicidad de D. novozelandica, D.
ecuadoriensis y D. macrodidyma en frutilla. En base a las condiciones que se
realizd el ensayo se identificaron las especies D. novozelandica, D.
ecuadoriensis y D. macrodidyma causando necrosis de raiz y corona en frutilla,
formando parte del complejo de patdgenos que causan enfermedades de raiz y
corona de frutilla en Uruguay.

Palabras clave: Cylindrocarpon spp.; Identificacion molecular y morfologica;
Prueba de patogenicidad; Dactylonectria novozelandica,
Dactylonectria macrodidyma; Dactylonectria ecuadroiensis;
Necrosis de raiz y corona en frutilla.
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7. SUMMARY

Strawberry crop is distributed in two main areas: Canelones and San Jose in the
South and Salto in North. The value of this crop in farm systems lies in the
intensive use of resources, workforce and capital, generating high profit margins
per unit area. Since 2015, an important death of plants has been observed
related to crown and root diseases caused by a pathogens complex. Associated
with the death of strawberry plants in Salto, Cylindrocarpon spp. was isolated
with a frequency of 42,4 % ranking third in terms of incidence. The aim of this
work was to characterize isolations of Cylindrocarpon spp. by molecular and
morphological analyses and test their pathogenicity in strawberry plants. Six
isolates were molecularly and morphologically characterized. From them, 30
INIA Guapa strawberry plants were inoculated to test their pathogenicity in a
growth chamber in the Phytopathology Laboratory of the Faculty of Agronomy,
University of the Republic (Montevideo). The identified species were
Dactylonectria novozelandica, D. macrodidyma and D. ecuadoriensis. The
observed symptoms were necrosis in leaf edges and in all of them, the root
systems showed necrosis and incipient lesions were observed in the crowns as
discolorations at the base from them. From the symptomatical plants that the re-
isolations were made, the fungus which they were inoculated with, was
recovered from the roots and crowns. The present work is the first to determine
the pathogenicity of D. novozelandica, D. ecuadoriensis and D. macrodidyma in
strawberry. Based on the conditions that the test was carried out, the species D.
novozelandica, D. ecuadoriensis and D. macrodidyma were identified causing
root and crown necrosis in strawberry, being part of the pathogens complex that
cause root and crown diseases in strawberries in Uruguay.

Keywords: Cylindrocarpon spp.; Molecular and morphological identification;
Pathogenicity tests; Dactylonectria novozelandica; Dactylonectria
macrodidyma; Dactylonectria ecuadoriensis; Strawberry root and
crown rot.
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