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Resumen

El Valle de Rio Negro y Neuquén es la principal regién de cultivo de frutales de pepita en
Argentina, con una superficie de 18.367 hectareas dedicadas actualmente a la produccion
de peras. Las variedades mas cultivadas en esta zona son Williams, Packham's, D'Anjou y
Abate Fetel. La mancha marrén del peral, causada por el hongo Stemphylium vesicarium,
es una enfermedad de reciente deteccion en la zona del Alto Valle de Rio Negro, por lo que
no existia hasta el momento informacion local sobre el comportamiento del patégeno o
estrategias de control.

Los objetivos de esta tesis fueron identificar y estudiar el comportamiento del patégeno, su
epidemiologia, determinar la susceptibilidad de las principales variedades cultivadas en la
zona y evaluar medidas para su control.

Se realizaron monitoreos en plantaciones de perales en diferentes ubicaciones del Alto Valle
de Rio Negro. Se aislaron muestras de tejidos sintomaticos utilizando medio agar papa
dextrosa (PDA), y se cumplieron los postulados de Koch para confirmar la relacion causal
entre el hongo y la enfermedad. Se caracterizd la sintomatologia en hojas y frutos,
obteniendo un cepario con 150 aislamientos, de los cuales 21 fueron caracterizados
morfologica y molecularmente como Stemphylium vesicarium.

Se evalud el crecimiento micelial del hongo y su capacidad de esporulacion en distintos
medios de cultivo y se realizé un estudio ecofisioldgico para determinar la influencia de los
parametros ambientales en el crecimiento. Este estudio consistié en evaluar el crecimiento
de los aislamientos a diferentes temperaturas y actividades de agua (aw) en medio PDA.
Para el cultivo de los aislamientos se destaco el medio PDA por su velocidad de crecimiento

y su facil acceso, mientras que los medios V8 y AA fueron los mas indicados para la
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produccién de conidios. El estudio ecofisiolégico indicod que el mayor crecimiento se dio a 25
y 30 °C y en ay de 0,99.

Durante tres temporadas, se estudid el comportamiento del patdégeno, siguiendo el
desarrollo de sus estructuras invernantes y registrando la apariciéon de sintomas. Se
recolectaron hojas con sintomas de mancha marrén a fines de marzo de cada afio y se
colocaron en bolsas de malla de polipropileno de 70 x 30 cm en el interfilar a partir del 1 de
abril. Los muestreos se realizaron de julio a diciembre, contabilizando el numero de
pseudotecios en cada lamina foliar y extrayendo de 50 a 100 pseudotecios para determinar
su madurez segun escalas reportadas para hongos ascomicetos. Los pseudotecios se
desarrollaron durante el invierno en las hojas de peral de la temporada anterior. Las
temperaturas bajas y humedad elevada favorecieron su evolucion. La diferenciaciéon de las
ascosporas ocurrié entre los meses de julio y agosto. En el periodo comprendido entre
octubre y noviembre, se registr6 una cantidad considerable de ascosporas maduras y
disponibles para liberarse.

Se evaluo la patogenicidad de los aislamientos en frutos de la variedad D'Anjou, y se
selecciono la cepa mas patogénica para llevar a cabo los ensayos de inoculacién. Se realizo
un estudio de susceptibilidad varietal utilizando hojas y frutos de las principales variedades:
Williams, Packham's, D'Anjou y Abate Fetel. Segun los resultados obtenidos, se determiné
que las variedades mas susceptibles a la infeccion son Abate Fetel y D'Anjou, mientras que
Packham's mostré un comportamiento intermedio y Williams fue la menos susceptible, con
valores menores de incidencia y severidad. Ademas, se evaluaron los frutos y hojas en
diferentes etapas de desarrollo para determinar su mayor susceptibilidad, observando que
los frutos y hojas jévenes fueron los mas afectados.

Para investigar el control de la enfermedad, se realizaron ensayos in vitro para inhibir el
crecimiento micelial y la germinacién de esporas utilizando cuatro fungicidas, determinando
los valores de EC50 para cada uno. Ademas, se llevaron a cabo ensayos in vitro con estos
fungicidas, aplicandolos de manera preventiva y curativa en frutos, para determinar las
estrategias mas recomendables para su manejo. Este estudio permiti identificar a Bellis®
(pyraclostrobin + boscalid), Ziram® (ziram), y Merpan® (captan), como posibles
herramientas de manejo de la mancha marrén del peral. Bellis® fue el fungicida mas eficaz
para prevenir la germinacion de esporas y el crecimiento del micelio, demostrando EC50
menores que el resto. Ziram®, fue el segundo mejor fungicida. Los tratamientos preventivos
fueron los mas efectivos para reducir la incidencia y la severidad de la mancha marrén. Asi
mismo, se realizaron tratamientos preventivos a campo durante dos temporadas con los
fungicidas Bellis® y Ziram®, obteniendo buenos niveles de control de la enfermedad.

Los resultados obtenidos de este trabajo de tesis proporcionan informacién importante para
el manejo de la mancha marrén del peral en Argentina, contribuyendo asi a la sustentabilidad

de la produccion de peras en la region del Alto Valle de Rio Negro.
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Abstract

The Rio Negro and Neuquén Valley is the main apple-producing region in Argentina, with a
current cultivated area of 18,367 hectares dedicated to pear production. The main varieties
grown in this area include Williams, Packham's, D'Anjou, and Abate Fetel. Brown spot of
pear, caused by the fungus Stemphylium vesicarium, was recently detected in the Alto Valle
de Rio Negro region, where there was no local information available about the behavior of
the pathogen or control strategies.

The objectives of this thesis were to identify and study the behavior of the pathogen, its
epidemiology, determine the susceptibility of the main varieties grown in the region, and
evaluate control measures.

Monitoring was conducted in pear orchards at different locations in the Alto Valle de Rio
Negro. Symptomatic tissue samples were isolated using potato dextrose agar medium, and
Koch's postulates were fulfilled to confirm the causal relationship between the fungus and
the disease. Symptomatology on leaves and fruits was characterized, resulting in a collection
of 150 isolates, from which 21 were morphologically and molecularly characterized as
Stemphylium vesicarium.

Mycelial growth of the fungus and its sporulation capacity were evaluated in different culture
media, and an eco-physiological study was conducted to determine the influence of
environmental parameters on growth. This study involved assessing the isolates' growth at
different temperatures and water activities (aw) in potato dextrose agar medium. The PDA
medium was chosen for isolates' cultivation due to its fast growth rate and easy accessibility,
while V8 and AA media were most suitable for conidia production. The eco-physiological
study indicated that the highest growth occurred at 25 and 30°C and at an aw of 0.99.

Over three seasons, the behavior of the pathogen was studied by monitoring the
development of its overwintering structures and recording symptom appearance. Leaves with
brown spot symptoms were collected at the end of March each year and placed in
polypropylene mesh bags (70 x 30 cm) in the tree interspaces starting from April 1st.
Sampling was conducted from July to December, during which the number of pseudothecia
on each leaf was counted, and 50 to 100 pseudothecia were extracted to determine their
maturity stage based on reported scales for ascomycete fungal pseudothecia development.
Pseudothecia developed during the winter on the leaves of the previous season's pear trees.
Low temperatures and high humidity favored their evolution. The differentiation of
ascospores occurred between the months of July and August. In the period between October
and November, a considerable amount of mature ascospores was recorded and available
for release.

The pathogenicity of the isolates on Beurré D'Anjou fruits was evaluated, and the most
pathogenic strain was selected for inoculation assays. A varietal susceptibility study was

conducted using leaves and fruits of the main varieties, including Williams, Packham's,
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D'Anjou, and Abate Fetel. The results confirmed that Abate Fetel and D'Anjou were the most
susceptible varieties, while Packham's showed intermediate behavior, and Williams was the
least susceptible, exhibiting lower incidence and severity values. Additionally, fruits and
leaves at different developmental stages were evaluated to determine their highest
susceptibility, with young fruits being the most affected.

To investigate disease control, in vitro assays were performed to inhibit mycelial growth and
spore germination using four fungicides, determining their respective EC50 values.
Furthermore, these fungicides were applied in vitro in preventive and curative treatments to
determine the most recommended strategies for disease management. This study enabled
the identification of Bellis® (pyraclostrobin + boscalid), Ziram® (ziram), and Merpan®
(captan), as potential management tools for brown spot of pear. Bellis® proved to be the
most effective fungicide in inhibiting spore germination and mycelial growth, displaying lower
EC50 values than the others. Ziram® ranked as the second-best fungicide. Preventive
treatments showed the highest efficacy in reducing the incidence and severity of brown spot
of pear. Likewise, preventive field treatments were carried out over two seasons using the
fungicides Bellis® and Ziram®, achieving effective disease control levels.

The findings from this thesis work provide crucial insights for effectively managing brown spot
of pear in argentina, thus playing a significant role in promoting the sustainability of pear

production in the Alto Valle de Rio Negro region.
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LISTADO DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

AA: medio agar agua.

ADE: agua destilada estéril.

ANOVA: analisis de la varianza.

aw: actividad de agua.

APP: medio agar y pulpa de pera.
cm: centimetros.

cm?: centimetro cuadrado.

conidios mL: conidios por mililitro.
cv.: cultivar.

D.E.: desvio estandar.

DDPF: dias después de plena floracién.

EC50: concentracion efectiva que inhibe el 50% del desarrollo.

Hhm: horas de hoja mojada.

kg: kilogramos.

Kmh: kilémetros por hora.

IM: indice de madurez.

m: metros.

M3dx.: maximo.

Min.: minimo.

mL: mililitro.

mm: milimetro.

PDA: agar papa dextrosa.

PZA: medio agar, papa y zanahoria.
Tmph: temperatura media del periodo humero.
Tmd: temperatura media diaria.
V8: medio agar ocho vegetales.

2 C: grados centigrados.

pL: microlitro.

pm: micrémetro.
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Area de estudio

Ubicacién y caracteristicas edafo-climaticas del Alto Valle de Rio Negro

Rio Negro es una de las veintitrés provincias que componen la Republica Argentina. Se encuentra
ubicada al centro-norte de la region patagodnica, limita al noroeste con el rio Limay, al norte con el
rio Colorado, al noreste con la Provincia de Buenos Aires y el golfo San Matias (mar argentino, océano
Atlantico), al sur con Chubut y al oeste con Chile, cuya frontera esta determinada por la linea de altas

cumbres de la cordillera de los Andes (Figura 1.1).

El Alto Valle de Rio Negro es la regidn constituida por los valles irrigados ubicados en el curso inferior
del rio Neuquén y en el curso superior del rio Negro, con una extensién de 65 km junto al rio Neuquén
y 120 km aguas abajo de la confluencia de los rios Limay y Neuquén junto al rio Negro (Worcel, 2006;
INTA, 2009). Este valle fue labrado principalmente por el rio Negro en su repliegue hacia su margen
sur, generando distintas terrazas y dejando una pendiente longitudinal del 1% o menos. Por lo tanto,
la produccion se encuentra enmarcada por barrancas o “bardas” hacia el norte y el mismo rio hacia
el sur. En la Figura 1.1 se puede observar la ubicacion geografica del Alto Valle. La region esta

conformada por 14 localidades. Al oeste de esta se ubican Campo Grande, Cordero, Cinco Saltos,

Figura 1.1: Ubicacion geografica del Alto Valle de Rio Negro, Argentina
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Cipolletti y Fernandez Oro, siendo Cipolletti la ciudad donde se concentra la mayor actividad
productiva y demas actividades vinculadas. En la zona centro del Alto Valle se ubican las localidades
de Allen, General Roca, Cervantes, Mainqué, e Ing. Huergo, siendo General Roca el centro productivo
de dichas localidades. Hacia el este de la regidn del Alto Valle se encuentran las localidades de Gral.

E. Godoy, Villa Regina y Chichinales (Rivero, 2011).

Los suelos de la region son tipicos de desierto, clasificados como Entisoles y Aridisoles. Se
caracterizan por su baja meteorizacidn y son clasificados en suelos de barda, suelos de media barda,
suelos de media costa y suelos de costa. Son de origen coluvional, de texturas no muy pesadas, entre
arenosos y franco limoso, escasos en materia organica, con velocidad de infiltracion media a alta y
con un perfil profundo, sin gran desarrollo edafico. Sin embargo, dado que posee una historia de 100
afios de cultivo, las caracteristicas originales han cambiado, encontrandose por ejemplo hoy, en

algunas zonas, valores de materia orgdnica de 2% o mas (Rodriguez & Holzmann, 2017).

De acuerdo con Thornthwaite, la regién del Alto Valle se caracteriza por tener un clima de arido a

semidrido, meso termal y con lluvias deficientes durante todo el afio (Rodriguez, 2009).

La temperatura media anual del aire es de 15 °C. El periodo mas célido del afio comprende los meses
de noviembre a febrero, con temperaturas medias mayores a 20 °C. El mes mas caluroso es enero
con temperaturas medias de 23,6 °C. En el mes de julio la temperatura media es de 6,6°C siendo éste
el mes mas frio (Rodriguez & Mufoz, 2006). Durante el periodo primavero-estival las temperaturas
maximas diarias sobrepasan los 37 °C. El trimestre mas frio es de junio a agosto, con valores medios
entre 6,7 °Cy 9,1 °C. Julio es el mes mas frio con -0,7 °C de temperatura minima media (Rodriguez,

2009).

Las lluvias presentan una ocurrencia heterogénea y solo ante eventos extremos destacados se han
registrado precipitaciones homogéneas en todo el territorio (Rodriguez & Mufioz, 2022). El valor
medio anual de lluvia acumulada para el Alto Valle es de 227 mm, con una frecuencia de 51 dias con
lluvias. El régimen anual de lluvias se caracteriza por concentrar la mayor cantidad de agua
acumulada en los meses de febrero, marzo, abril y en primavera en el mes de octubre. La mayor

frecuencia de dias lluviosos se registra en el mes de mayo y junio (Rodriguez & Mufioz, 2022).

El viento es otro factor meteoroldgico de mucha importancia en la zona. Se presenta durante todo
el afo adquiriendo las velocidades mas altas durante la primavera. Vientos moderados con
velocidades de 18 a 35 Kmh son frecuentes durante los meses de septiembre a diciembre, en tanto
las calmas predominan de marzo a junio. Los vientos fuertes se caracterizan por la presencia de

rafagas de hasta 100 Kmh. La direccién predominante es del oeste y, en segundo lugar, del sector
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sudoeste, a su vez son los vientos de mayor intensidad (Rodriguez, 2009). Dadas estas condiciones,

el uso de plantaciones de dlamos como cortinas “rompe vientos” es muy frecuente en la zona.

El granizo es otra adversidad climatica, que afecta el drea con frecuencia e intensidad variable y afio
tras afio (Rodriguez & Holzmann, 2017). Presenta mayor frecuencia en el mes de enero, le siguen en

orden de importancia noviembre y diciembre (Rodriguez & Mufioz, 2022).

La caida de nieve es muy poco frecuente, registrandose como eventos notables, por ejemplo, los

inviernos de 1982, 2007, 2020 y 2022.

La variabilidad agroclimatica en el Alto Valle en las Gltimas décadas

El analisis de la serie climatica para la serie 1970-2019 realizado por Rodriguez & Mufioz (2022),
indica que, en cuanto a las precipitaciones, se observa una gran variabilidad interanual, existiendo
registro de afios con menos de 100 mm de lluvia acumulada y otros por encima de los 400 mm. El
estudio también indica que, en lo que se refiere a magnitud de precipitaciones, no se observa una

tendencia de aumento, pero si hay una tendencia de cambio en la distribucién de estas.

El analisis realizado para la serie climatica de 50 afios en el Alto Valle denota que la frecuencia de
lluvias en primavera ha aumentado. La frecuencia media es de 12 dias, con una media de 57,3 mm,
sin embargo, se han registrado primaveras muy secas, sobre todo durante el periodo comprendido
entre 1975 a 1989 con un minimo de 2,6 mm en 1983. A partir del afio 2009 no se han registrado
primaveras con frecuencias menores a la media (12 dias). Eventos extremos por exceso de lluvias se
registraron en 1988, 1992, 1993, 2000, 2001, 2016 y 2018, siendo este ultimo el afio de mayor
registro de lluvias primaverales, con una media de 135 mm y 26 dias de lluvia (Rodriguez & Mufioz,

2022).

En verano, la media de precipitaciones es 55,7 mm y la frecuencia media varia entre 5 y 10 dias con

lluvias. Los afios extremos con mas de 14 dias de lluvias fueron 1975, 1978, 1984, 2006 y 2016.

Con respecto a las temperaturas, el analisis de las Ultimas décadas marca una tendencia de aumento
en las temperaturas maximas medias. En verano, hay un aumento de dias con temperaturas mayores

a 38 °Cy de dias con temperaturas mayores 40 °C (Rodriguez & Mufioz, 2022).
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La produccién de frutales de pepita en la regidn

El cultivo de arboles frutales en el valle de Rio Negro y Neuguén se inicio alrededor del afio 1910, con
la construccion del digque Ingeniero Ballester, obra cuyo propdsito fue dar nacimiento al sistema
integral de riego del Alto Valle del rio Negro y del Valle Inferior del rio Neuquén (Gittings & Calvo,

2013).

En este periodo se cultivaban numerosas variedades tanto de pera como de manzana, siendo el
monte libre el sistema de conduccion predominante. El acceso a los mercados dio origen a un manejo
de postcosecha, al comienzo muy rudimentario, consistente en el empaque en la misma chacra sin

ninguna clasificacion y pocos cuidados (Gittings y Calvo, 2013).

Hacia 1930 se instalaron las primeras plantas procesadoras de fruta, favoreciendo al desarrollo
agroindustrial en la regién del Alto Valle y consolidando su poblamiento (Worcel, 2006). Ademas, el
ritmo de la produccion marcaba un importante crecimiento, alrededor del 70% de las peras y
manzanas exportadas por Argentina eran provistas por el Alto Valle, ocupando la regién el primer

puesto en el volumen de produccién nacional.

A partir de la década del 70 y 80 los sistemas de conduccién de los frutales de pepita comenzaron
una nueva etapa, adoptando la forma de espaldera, donde los marcos de plantacion se reducen vy la

entrada en produccion se anticipa (Gittings y Calvo, 2013).

De acuerdo con la comparacién intercensal, entre los afios 1993 y 2005, el crecimiento de la
superficie cultivada con perales en la provincia de Rio Negro fue del 32%, manteniéndose

relativamente constante la composicidn varietal (Boltshauser & Villarreal, 2007).

En la actualidad, la produccidn de frutos de pepita representa aproximadamente el 30% del total de
la produccion nacional de fruta. La provincia de Rio Negro concentra el 78% de la produccién de
frutales de pepita, le siguen en importancia las provincias de Neuquén (con un 12%), y Mendoza (con

un 10%).

Actualmente, en Rio Negro, la superficie neta cultivada con frutales de pepita es de 30.556 hectareas,
de las cuales el 53,2% corresponde a perales y el 46,8% a manzanos (Senasa, 2019). La superficie
implantada con peras es de 16.253 hectareas y los principales cultivares son Williams Bon Chretién
(Williams), Packham's Triumph (Packham's), Beurré D'Anjou (D'Anjou ) y Abate Fetel, los cuales
representan el 40,9%, 29%, 14,2% y 4,9% de la produccidn, respectivamente (Senasa, 2019). El 84%

de la superficie cultivada con perales en la provincia de Rio Negro se encuentra en la zona del Alto
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Valle, le siguen en importancia las zonas de Valle Medio y Rio Colorado, con una superficie de 12% y
2,5% respectivamente (Boltshauser y Villarreal, 2007). La superficie cultivada con manzanos en Rio
Negro es de 14.303 hectdreas, siendo Red Delicious la variedad predominante, representando un
65,4% de la produccién de manzana; le siguen en importancia Granny Smith (13,3%), Gala (11,7%), y

Cripps Pink (5%).

El principal destino de la produccién de la fruta de pepita es la exportacidn en fresco. En los Ultimos
afios, la participacidn de cada uno de los destinos se ha mantenido relativamente estable. En el caso
de la pera, el 72% se dirige al consumo en fresco, siendo un alto porcentaje destinado a la
exportacién (58%) y el resto se industrializa (28%). Por el contrario, en manzana los porcentajes de
industrializacion son superiores (40%). El 34% se dirige al mercado interno en fresco, mientras que
una porcidon menor se envia para el consumo en fresco al exterior (25%) (Ministerio de Hacienda y
Finanzas Publicas de la Nacion, 2016). Los principales destinos de exportacién de peras y manzanas

son: Brasil, Rusia y EE. UU.

Hospedante

El cultivo del peral

El cultivo del peral se inicia en el oeste asiatico, en los valles formados por la cadena montafiosa Tian
Shan en China hace unos 3000 afos, aunque escritos de Homero (700 aC) sugieren una posible

procedencia europea (Giayetto & Villarreal, 2010).

El peral pertenece a la familia de las rosaceas y al género Pyrus, que incluye numerosas especies que
se clasifican como “orientales” y “occidentales” (Lalatta, 2000). Las especies mas utilizadas en la
actualidad son P. betulifolia, P. calleryana, P. pyrifolia y P. ussuriensis (orientales), y P. communis, P.

communis var. pyraster, P. amygdafoliformis, y P. salicifolia (occidentales).

La especie mas difundida en la regidén es P. communis, conocido también como peral europeo. La
planta tiene una larga vida, pudiendo superar los sesenta afios si las condiciones son adecuadas

(Lalatta, 2000).

P. communis posee raices profundas con el eje central muy desarrollado, la que le permite tener un
buen anclaje y ser resistente a la sequia. Su tronco es alto, grueso, de corteza agrietada y gris, las
ramas se insertan en un angulo de 45° con el tronco; son de corteza lisa, primero verde y luego gris-
violacea con numerosas lenticelas. Sus hojas son ovales, finamente dentadas o enteras, coridceas,
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glabras, algo lustrosas por el haz y con un peciolo de igual longitud que la lamina o mas corto

(Giayetto & Villarreal, 2010).

Las flores son hermafroditas y se encuentran reunidas en un corimbo, tienen 5 pétalos blancos,
numerosos estambres y un ovario compuesto por cinco carpelos con dos évulos cada uno. Si todos
estos son fecundados, el fruto contard con 10 semillas (Lalatta, 2000). La fecha media de plena
floraciéon (F2) para el Alto Valle es el 24 de septiembre, aunque existen ciertas diferencias entre las
distintas variedades. Ademads, existen fluctuaciones debido a las condiciones climaticas. Por ejemplo,
en 1993 el estado F2 se alcanzé el 16 de septiembre mientras que en 2000 se registré el 5 de octubre

(Rodriguez & Gastiazoro, 2010).

El fruto es un pomo de forma variable segln la variedad, por lo general su epidermis es de color
verde cuando es inmaduro y amarillo a la madurez, aunque hay algunas variedades que presentan
punteados rojos, zonas rojas o russet. La longitud, grosor y angulo de insercidon del pedunculo
también son caracteristicas varietales (Lalatta, 2000). Su pulpa es dura, en un inicio acida y en la
madurez pasa a ser blanda y dulce (Giayetto & Villarreal, 2010). El tamafio del fruto es uno de los
parametros de calidad mds importantes, condiciona el inicio de la cosecha y define la remuneracidn
econdmica a obtener (Rodriguez, 2009). En los inicios de la actividad fruticola en el Alto Valle, se
cultivaban numerosas variedades, como Bonne Louise d’Avranches, Beurré Giffard, Beurré d'Hardy,
Beurré Supefin, Beurré Diel, Clapp’s Favourite, Duchesse d’Angouleme, Doyenné d'Hiver, Doyenné
du Comice, Figue d’Alencon y Passe Crassane, entre otras (Gittings & Calvo, 2013). A lo largo de los
afios y de acuerdo con las exigencias de los mercados, la composicion de las variedades de pera
producidas en la zona fue modificandose, siendo Williams y Packham's las que lograron tener mayor

protagonismo (Figura 1.2).

Enfermedades fungicas comunes en perales de la region

Historicamente, el desarrollo del cultivo de perales no ha presentado mayores problemas sanitarios
relacionados a patdgenos fungicos y oomycetes (Dobra et al., 2007). Sin embargo, durante los
ultimos afios, probablemente por cambios ambientales y de manejo de los montes frutales, se
incremento la incidencia de algunas enfermedades que hasta el momento eran de bajo impacto, y
otras han sido reportadas por primera vez; entre ellas, la sarna del peral, las podredumbres por

fitéftora, el oidio del peral y los cancros flungicos (Sosa & Lutz, 2020).
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Figura 1.2: Principales variedades de pera cultivadas en el Alto Valle de Rio Negro:
Williams (A), Packham's (B), D'Anjou (C), y Abate Fetel (D).

El oidio (Podosphaera leucotricha (Ell. y Ev.) Salmon) afecta a los drganos aéreos jovenes de la parte
aérea del arbol, los que son cubiertos por manchas pulverulentas de color blanco, deteniendo el
crecimiento de las zonas afectadas. En peral los sintomas se manifiestan en los frutos, y raramente
en los drganos vegetales de la planta (Fernandez Valiela, 1979; Cichdn et al., 1996; Rossini, 2001). La
escasez de precipitaciones es una condicion predisponente para la ocurrencia de la enfermedad
(Rossini, 2001). En el Alto Valle, Podosphaera leucotricha en pera, registra mayor incidencia en
montes comerciales de los cultivares Williams, Red Bartlett y D'Anjou. Los mayores dafios se
observan en la fruta, ya que ocasiona una necrosis superficial o “russet”, reduce el tamafio y produce

la pérdida de su valor comercial (Sosa & Lutz, 2020).

La sarna del peral (Venturia pyrina) produce manchas pardas circulares que luego toman color verde-
olivaceo-grisaceo y aspecto aterciopelado y que finalmente necrosan el tejido. Estas manchas

pueden aparecer en hojas, flores y frutos (Agrios, 1996; Cichdn et al., 1996). En los ultimos afios, se
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observa que la enfermedad aparece con altos niveles de infeccion, comprometiendo la productividad

principalmente en Williams, provocando hasta pérdidas totales de la produccién (Sosa & Lutz, 2020).

La podredumbre de cuello, corona y/o raices, causada por Phytophthora spp. en pomdaceas es una
de las enfermedades mas importantes y estd ampliamente distribuida en el mundo (Erwin & Ribeiro,
1996; Bush, 2002; Bhat et al., 2006; Rivero, 2011). Esta enfermedad causa pérdidas econdémicas
significativas y generalmente provoca la muerte de los arboles afectados (Harris, 1991; Guzman Lyon,
2003; Causin et al., 2005; Bhat et al., 2006; Rivero, 2011). Phytophthora cactorum es la principal
especie responsable de las pérdidas econdmicas en frutales (Harris, 1991; Erwin y Ribeiro 1996;
Rossini et al., 1997; Dobra et al., 2008; Sosa & Lutz, 2020). En los ultimos afios, se observa en el Alto
Valle, unincremento de casos de pérdidas econdmicas por podredumbres por Phytophthora lacustris

en frutas de pera almacenada (Sosa & Lutz, 2020).

La agalla de corona, producida por la bacteria Agrobacterium tumefaciens (E.F. Smith y Towsend)
Conn., es una enfermedad de amplia distribucién mundial y muy polifaga, cuyos principales dafos
son producidos en viveros y plantaciones jovenes, donde las plantas se infectan a través de las
heridas generadas en los trasplantes y laboreos del suelo. El sintoma caracteristico consiste en la
formacidén de tumores en las raices y cuello, que dificultan la circulacién de la savia, lo cual puede
causar desde un debilitamiento generalizado hasta la muerte de la planta afectada. En los montes
comerciales la importancia de los dafios tiene relacidn directa con la edad de la planta (Rossini &
Giayetto, 2010). Las plantas maduras pueden convivir con la enfermedad y no manifestar dafios
importantes (Dobra et al., 2007). La transmisién del patégeno a cortas distancias es a través del agua
de riego o de lluvia, mientras que a largas distancias se produce con material vegetal contaminado.
De modo que el método mas eficiente de lucha contra esta bacteriosis consiste en emplear plantas
libres de A. tumefaciens y evitar su contaminacion en la plantacién definitiva (Rossini & Giayetto,

2010).

El tizén de las flores causada por Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall., puede originar
grandes pérdidas en la produccién del peral al provocar la muerte de numerosas flores. Entre las
variedades mads susceptibles de este frutal se encuentran Packham's, Winter Nellis, Bartlett y D'
Anjou (Cruz, 1993). En el Alto Valle se la ha observado, hasta el momento, sélo en el cv. Packham’s
(Cichon et al., 1996). La incidencia de esta enfermedad estd muy relacionada con las condiciones
meteoroldgicas. Se desarrollan importantes epifitias en primaveras lluviosas o con alta humedad

relativa y bajas temperaturas, pero en afios secos no se registran dafios (Dobra et al., 2007).
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Figura 1.3: Sarna del peral en hoja (A) y frutos (B) del cv. Williams. Pequefios frutos
del cv. Packham's afectados por tizon (C).

El patégeno

El género Stemphylium

Stemphylium es un taxdn establecido en 1833 (Wallroth, 1883) que incluye especies saprotrofas y
patogénicas (polifagas) de plantas (Kirk et al., 2004). Taxonédmicamente, se ubica dentro del Reino
Fungi, Phylum Ascomycota, Subphylum Pezizomycotina, Clase Dothideomycetes, Orden Pleosporales
y Familia Pleosporaceae. Son hongos dematidceos que producen conidios muriformes que proliferan

de manera percurrrente (Simmons 1969, 1985, 1989, 2001).
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De manera general se puede afirmar que los representantes de Stemphylium crecen rapido,
presentan colonias de color blanco, rosado, amarillo, gris, marrén o negro, con caracteristicas de las
colonias aterciopeladas o afieltradas (Vera Bahima, 2020). El modo de proliferacién de los
conididforos es percurrente y con la célula conidiégena apical con forma de copa, son de color
marrén claro a marrén oscuro, acrégenos, obtusos o agudos en los extremos, oblongos, elipsoidales
a subesféricos; de superficie lisa, verrugosa o equinulada. De aspecto muriforme, con septos
transversales, verticales u oblicuos, usualmente con constricciones en uno o mas de sus septos y con
una cicatriz en la base (Wiltshire 1938; Groves & Skolko 1944; Moreau & Moreau 1947; Simmons
1969, 1985, 1989, 2001; Simmons et al., 2004; Obregon 2018).

Muchas especies de Stemphylium son patégenas de plantas, humanos y otros animales (Kumar
2007). También, se pueden comportar como saprotréfos y como endéfitos asintomaticos (Liu et al.,
2015). En humanos se ha reportado que puede causar reacciones alérgicas e infecciones pulmonares
(Wu et al., 2004). Son patdgenos de varios cultivos agricolas a lo largo del mundo causando diversos
grados de pérdidas (Polfliet, 2002). Sobre plantas, los sintomas que causan generalmente se reportan
como: manchas y tizones foliares, atacando diversos cultivos en diferentes lugares del mundo
(berenjena en Brasil, cebolla en India y Australia, ajo en Australia, Sudafrica, Turquia, Korea y Espafia,
esparrago en Grecia y Estados Unidos, trébol rojo en Estados Unidos y Canad3, alfalfa, perejil, y
espinaca en Estados Unidos, pera en Europa: Italia, Espafia, Holanda, Portugal, Bélgica y Francia,
algoddn en Brasil, pimiento en Korea, Japdn y Argentina, ornamentales como Phlox en Japdn, entre
otros) (Lacy 1982; Ponti et al., 1988; Cowling & Gilchrist 1982; Ellis & Ellis 1985; Johnson 1987; Gupta
& Srivastava 1988; Vilardell 1988; Aveling & Naude 1992; Montesinos & Vilardell 1992; Blancard
1992; Ponti & Laffi 1993; Montesinos et al., 1995a,b; Berg & Leath 1996; Takeuchi & Horie 1997
Mehta et al. 1998, 2000; Cho & Hun 1998; Basallote-Ureba et al., 1999; Suheri & Price 2000; Koike &
Henderson 2001; Cho et al., 2001; Llorente & Montesinos 2002; Polfliet 2002; Realise et al. 2002;
Van Dijke 2002; Kim et al., 2004; Keisuke & Toyozo 2011; Nasehi et al., 2012; Polat et al., 2012; Koike
et al., 2013, Franco 2017; Brahamanage et al., 2018).

Stemphylium vesicarium

El agente causal de la mancha marrén del peral es Stemphylium vesicarium, el cual produce

conidiéforos erectos con un solo conidio terminal (Simmons 1969).
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S. vesicarium ha sido descrito como sapréfito (Ellis 1971; Simmons 1969) y como patdgeno en
diferentes especies de plantas ademds de pera, como ajo (Aveling y Naude 1992; Basallote Ureba et
al., 1999), cebolla (Shishkoff y Lorbeer 1989), esparragos (Falloon et al., 1987), alfalfa (Lamprecht et
al., 1984), tomate (Blancard et al., 2011) y perejil (Koike et al., 2013). El teleomorfo corresponde al
Ascomycete Pleospora allii (Rabenh.) Ces. & De Not, produce pseudotecios con ascos que contienen

ocho ascosporas de color marrén amarillento (Simmons 1985).

Figura 1.4: Caracteristicas microscdpicas de S. vesicarium. Conidios de S.
vesicarium (A: 100X, B: 1000X); pseudotecios y conidios de S. vesicarium (C:
40X); ascosporas de S. vesicarium que emergen de un pseudotecio maduro (D:
400X).

La enfermedad

Importancia de la mancha marrén del peral en el mundo

La mancha marrdn del peral se detectd por primera vez en 1937 en Italia, y en Espafia y Francia a
fines de la década de 1980. En los ultimos afios, la enfermedad se ha extendido a los Paises Bajos
(Polfliet, 2002; Van Dijke, 2002), Portugal (Llorente y Montesinos, 2002) y Bélgica (P. Creemers, RSF-
Research Station of Gorsem, com. Pers.). También ha sido reportada en Japon (Tanahashi et al., 2008)

y en Polonia (Glos et al., 2023).
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Las areas mas afectadas en Europa incluyen las regiones de Emilia-Romagna y Veneto en ltalia,
Provenza en el sureste de Francia, Girona y Catalunya en Espaia (Vilardell, 1988; Hernandez, 1999;
Montesinosy Vilardell, 1992). En Girona aparecio a principios de los afios 80 y hacia fines de la década
del 90 presentd un 30% de la superficie de cultivo gravemente afectada. También existen referencias
de ataques en Lérida, Huesca, Navarra, Asturias y en La Rioja, en esta ultima se ha extendido

progresivamente (Hernandez, 1999).

Sintomatologia

El hongo causa areas necroticas extendidas en hojas, brotes y frutos, que no son comercializables

(Rossi et al., 2005a,b).

Los sintomas en los frutos jovenes suelen localizarse en el cdliz, mientras que en los frutos maduros
se desarrollan manchas necréticas en la zona ecuatorial. Las lesiones del fruto se expanden en la
superficie del fruto y la colonizacién secundaria por hongos saprofitos como Alternaria spp. puede
producir la pudricién de la fruta. Los ataques severos a las hojas pueden producir una defoliacidn

prematura (Llorente et al., 2012).

Los sintomas de la enfermedad se observan a fines de la primavera y aumentan progresivamente
hasta la cosecha. Las pérdidas de produccidn tienen un alto impacto econémico en varias zonas
productoras de peras mediterrdneas de Europa y la intensidad de la enfermedad depende de
diferentes factores como el nivel de indculo o las condiciones climaticas, pero la incidencia global de
la enfermedad puede estimarse entre el 1 y el 10%, con un impacto comparable a la sarna del

manzano en algunas zonas (Montesinos & Vilardell, 1992).

Se han reportado diferencias de susceptibilidad debidas al cultivar y también dadas por la edad del
tejido vegetal, donde las hojas jovenes y los frutos inmaduros son mas susceptibles que los maduros

(Montesinos et al., 1995a).

Estas diferencias en la susceptibilidad pueden explicarse por la produccién de dos toxinas, llamadas
SV-l y SV-II, que estan involucradas en el desarrollo de la enfermedad y son agentes indispensables
para la virulencia y patogenicidad del hongo. Estas toxinas inducen selectivamente la necrosis venosa

solo en cultivares susceptibles (Singh et al., 1999, 2000).
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Figura 1.5: Sintomas de mancha marrdn en perales. Sintomas en hojas y frutos del
cv. Abate Fetel (A), caida natural de frutos del cv. Abate Fetel afectados por mancha
marrén (B). Sintomas en hojas y frutos el cv. D'Anjou (C) y en frutos del cv. Packham's.

Ciclo de vida

El patdogeno Stemphylium vesicarium produce dos tipos de esporas: el teleomorfo produce
ascosporas, mientras que el anamorfo produce conidios (Figura 1.6). Las ascosporas se desarrollan
sobre los restos de hojas afectadas durante el otofio y maduran durante el invierno (Prados-Ligero
etal., 1998), ya que las bajas temperaturas son necesarias para este proceso (Aveling, 1993; Llorente

& Montesinos, 2004); en cambio, la maduraciéon depende principalmente de las condiciones de
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humedad (Llorente y Montesinos, 2004). La liberacion de ascosporas ocurre en asociacion con la

lluvia (Prados-Ligero et al., 1988; Llorente et al., 2003).

El inicio de infecciones requiere siempre la presencia conjunta de humectacién o humedad relativa
elevada y de temperaturas suaves (Hernandez, 1999). Las condiciones 6ptimas para el desarrollo de
la enfermedad en cultivares susceptibles son 20-25 °C y humedad de las hojas o frutos, y bajo estas
condiciones, un periodo de humedad de 6 horas es suficiente para iniciar las infecciones (Montesinos
et al., 1995b). Las epidemias suelen desarrollarse entre finales de la primavera y finales del verano

(Ponti & Laffi, 1993).

Los conidios estan presentes en el aire entre la primavera y el otofio y pueden considerarse los
principales responsables de las infecciones que ocurren durante la temporada de cultivo (Bugiani et
al., 2004; Rossi et al., 2005b). Ha sido reportado que el patdégeno afecta a ciertas malezas, generando
lesiones inespecificas y es capaz de producir conidios y ascosporas (Rossi et al., 2005a), de modo que
los residuos de perales y malezas en el suelo se consideran una fuente constante de indculo que

pueden causar infecciones en las hojas y frutos durante toda la temporada.

Fleospors herbarum

Figura 1.6: Ciclo de vida de S. vesicarium en el cultivo de peral.

Control

En Europa, debido a la elevada presién de la enfermedad y condiciones climaticas predisponentes,
se realizan numerosas aplicaciones fitosanitarias, ya sea a calendario fijo o siguiendo el sistema de
prondstico BSPcast (Brown Spot Pear Forecast) (Llorente et al., 2000). Dichas aplicaciones pueden

ser combinadas con estrategias de reduccién de indculo como la eliminacién de hojarasca durante
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el invierno y aplicaciones de agentes de control bioldgico durante el final del invierno, primavera y

verano (Llorente et al., 2012).

Situacion de la mancha marrdn del peral en la regidn

En enero de 2013 se detectd por primera vez la patologia conocida como “Mancha marrén del peral”,
“Brown spot of pear”, o “BSP” (por sus siglas en inglés) en la zona de Valle Medio, especificamente
en la localidad de Coronel Belisle. En esta primera deteccion se observaron sintomas en hojas y frutos

de la variedad D'Anjou (Dobra & Garcia, 2015).

A partir del afio 2016 se identificé a la enfermedad afectando a diversos cultivares en la zona del

Alto Valle, confirmdndose la presencia de las fases sexual y asexual del patégeno (Di Masi, 2017).
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Introduccion

En enero de 2013 se produjo la primera deteccién de mancha marrdn del peral en Argentina, en la
zona de Valle Medio, afectando hojas y frutos del cultivar (cv.) D'Anjou (Dobra & Garcia, 2015). A
partir del afio 2016 se identificé a la enfermedad en diversos establecimientos productivos y
afectando distintos cultivares en la zona del Alto Valle (Di Masi, 2017; Temperini et al., 2022; Tudela

& Di Masi, 2022).

La regién del Alto Valle es la principal zona exportadora de peras del hemisferio sur (CAFI, 2022).
Dada la importancia del cultivo, la aparicion de esta enfermedad, que en otras zonas del mundo

causa pérdidas econdmicas considerables, representa un riesgo potencial para la produccidn local.

La mancha marrén del peral afecta a los 6rganos verdes de la planta, siendo particularmente dafiina
para los frutos, sobre los que origina el desarrollo de podredumbres mas o menos graves. Los dafios
se producen como resultado de infecciones a través de aperturas naturales de la planta como
estomas y lenticelas (Hernandez, 1999). Inicialmente, las manchas de los frutos jovenes son
circulares, marrones y varian de 1 a 2 mm de diametro, y pueden estar rodeadas por un halo rojo;
en frutos maduros las manchas aumentan de tamario (Llorente & Montesinos, 2006). Los sintomas
en frutos joévenes suelen localizarse en el cdliz, mientras que en frutos maduros se desarrollan
manchas necraticas en la zona ecuatorial (Llorente et al., 2012). Los sintomas en hojas consisten en
manchas necréticas, de color marrén oscuro y de forma inicialmente circular, que van progresando
en forma de cuiia y pueden llegar a ocupar casi toda la hoja, lo cual puede provocar defoliaciones
prematuras; y en casos graves, pueden aparecer manchas de iguales caracteristicas afectando a

brotes no lignificados (Hernandez, 1999).

Normalmente, las especies de Stemphylium se identifican mediante su morfologia conidial (forma,
tamafio, color, tabicacidon y ornamentacién de la superficie) y caracteristicas del conidiéforo (longitud
y diametro de sus células apicales hinchadas) (Kurose et al., 2015). Sin embargo, muchas de estas
caracteristicas se superponen entre las especies y varian de acuerdo con las condiciones de cultivo,
particularmente la temperatura y composicidon del medio (Hosen et al., 2009; Leach & Aragaki 1970;
Kurose et al., 2015). Por el contrario, los analisis de secuencias de ADN son mucho mas confiables
para la identificacidn y clasificacion de especies ya que dichas secuencias generalmente no son
alteradas por el medio ambiente (Moralejo et al., 2008; Kurose et al., 2015). Muchos autores
sugieren realizar la identificacion mediante un enfoque multilocus, empleando ITS y EF-1a para

verificar las relaciones taxondmicas entre aislamientos del género Stemphylium (Inderbitzin et al.,
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2009; Kohl et al., 2009b; Kurose et al., 2015; Moslemi et al., 2017). Sin embargo, por si solo el gen
EF-1a proporciona una muy buena resolucidon taxondmica de los aislamientos S. vesicarium
(Temperini et al., 2022).

Para realizar ensayos in vitro se debe disponer de medios de cultivo donde crezca de manera
adecuada y sea capaz de producir abundante cantidad de esporas. Segun la bibliografia, el medio de
cultivo agar V8, es muy utilizado para la produccion de indculo S. vesicarium, donde se incuba por
14-15 dias a una temperatura de 20-25 °Cy con un fotoperiodo de 12 horas (Llorente & Montesinos,
2002; Llorente & Montesinos, 2004; Rossi et al., 2005; Alberoni et al., 2005; Rossi & Pattori, 2009;
Alberoni et al., 2010; Kurose et al., 2015; Tanahashi et al., 2017; Cappai et al., 2018).

Objetivo general

Caracterizar la sintomatologia asociada a la mancha marrén del peral en la zona del Alto Valle de Rio
Negro, Argentina. ldentificar morfolégica y molecularmente al agente causal. Seleccionar un medio

de cultivo que permita su adecuado crecimiento y esporulacién.

Obijetivos especificos

1. Aislar el microorganismo Stemphylium vesicarium desde hojas y frutos afectados por la
enfermedad, y constituir un cepario para su almacenamiento en el Laboratorio de Fitopatologia de
INTA.

2. Caracterizar la patologia ocasionada por Stemphylium vesicarium en base a los sintomas en hojas
y frutos observados a campo.

3. Identificar al agente causal de la enfermedad a nivel especie por técnicas morfoldgicas y
moleculares.

4. Caracterizar la patogenicidad de un conjunto de cepas locales sobre frutos del cultivar D'Anjou.

5. Evaluar el crecimiento y la esporulacién de Stemphylium vesicarium en diferentes medios de

cultivo.
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Materiales y métodos

Descripcion de la patologia y coleccidn de aislamientos

En el periodo 2016-2020 se realizaron monitoreos en establecimientos productivos y se colectaron
muestras de frutos y hojas con sintomas de la enfermedad, provenientes de distintos puntos del Alto
Valle de Rio Negro (localidades de Belisle, Villa Regina, Ingeniero Huergo, General Roca, Cipolletti y
Campo Grande). Por cada localidad, variedad, y temporada, se colectaron 10 hojas y 10 frutos
sintomaticos de las variedades Williams, Packham's, D'Anjou y Abate Fetel, en caso de registrar
sintomas. El material fue trasladado al laboratorio de Fitopatologia de la EEA Alto Valle de INTA,

donde se registraron los sintomas y se dispuso el material para los aislamientos.

Los frutos sintomaticos se desinfectaron superficialmente con una solucién de hipoclorito de sodio
al 1% por 1 minuto, luego se enjuagaron con agua destilada estéril (ADE). Mediante un corte con
bisturi estéril se tomaron trozos de tejido de la zona de avance y se sembraron en placa de Petri de
9 cm de didmetro con medio agar papa dextrosa (PDA, Anexo |) segun Belisario et al., 2002 (Figura

2.1).

Para el aislamiento desde tejido foliar, las hojas se desinfectaron por inmersién en una solucién de
hipoclorito de sodio al 1%, se enjuagaron 3 veces con ADE. Luego se cortaron trozos de lamina foliar
de aproximadamente 0,5 cm? y estos se desinfectaron nuevamente por inmersion en hipoclorito de
sodio al 0,5% por un minuto, seguido de 3 enjuagues con ADE (adaptado de Rossi et al., 2005). Los

trozos se sembraron en placas de 9 cm de diametro con PDA.

Obtencidn de cultivos monospéricos

Los aislamientos fueron cultivados en placas de Petri con medio agar agua (AA, Anexo |), e incubados

por 15 dias a 24 °C.

Transcurrido el periodo de incubacién, las placas se transportaron a la cdmara de flujo laminar, las
superficies de las placas se frotaron suavemente con un haza luego de afiadir 9 mL de ADE y una gota

de Tween 20.

Sin ajustar concentracion, se tomaron 40 pl de cada suspensidn y se esparcieron con una varilla de

vidrio sobre la superficie de una placa de Petri con medio AA. Las placas se incubaron por 24 horas,
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a 24 °C, en oscuridad. De cada placa se extrajo un unico conidio germinado y se cultivé en una placa

de Petri con medio PDA (Figura 2.2).

Los aislamientos fueron nombrados con numero acompaifiado de dos letras, S indicando el género

Stemphylium y F o L, indicando si fue obtenido desde fruto u hoja respectivamente.

Figura 2.2: Procedimiento de aislamiento de S. vesicarium desde fruto. Extraccién de
porciones de tejido de la zona de avance de la podredumbre, por medio de bisturi (A).
Siembra de las porciones de tejido en placa con medio PDA (B).

Figura 2.2: Obtencion de cultivo monospdrico de S. vesicarium. Espora germinada (A). Colonia
obtenida de una unica espora (B).
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Descripcion morfoldgica y micro morfolégica de los aislamientos

Se eligieron al azar 21 aislamientos monospéricos, se cultivaron en placas de Petri de 9 cm con V8 y

PZA (Anexo ).

Los cultivos fueron incubaron durante 25-30 dias a una temperatura de 15-25 °C bajo luz azul
fluorescente para inducir la esporulacién, de acuerdo con la metodologia utilizada por Kurose et al.,

2015. Luego de este periodo se conservaron a 5 °C, en heladera.

Se registraron las caracteristicas macroscopicas de las colonias, considerando el crecimiento,
topografia, pigmentacion, y textura. Se midieron observaron 50 conidios de cada aislamiento,
registrando el largo y ancho, nimero de septos transversales y longitudinales, nimero de
constricciones, forma, textura, y forma del dpice. Para la caracterizacion de los conidios se utilizd un

microscopio éptico (Motic BA210) utilizando un aumento total de 400X.

Identificacion molecular

Coleccion de cepas para extraccién de ADN

Los 21 aislamientos monospdéricos que fueron caracterizados morfolégicamente se cultivaron en PDA
durante 7 dias a 25 °C. A partir de ellos se tomaron asépticamente fragmentos de micelio y se
inocularon en viales conteniendo 5 mL de caldo YES. Los viales se incubaron a 25 °C durante 48 a 96
horas hasta la observacién de una capa de micelio sin esporas (Figura 2.3).

Figura 2.3: Crecimiento de micelios de S. vesicarium en medio
YES luego a las 96 horas.
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A partir de la coleccion obtenida, se extrajeron los micelios de las 21 cepas, bajo camara de flujo
laminar, llevandolos a sequedad con papel de filtro Whatman N° 1. Se particionaron en muestras de
0,1 g. en tubos Eppendorf estériles de 1,5 mL de capacidad y se congelaron a -20 °C. Los micelios

congelados se molieron utilizando nitrégeno liquido y pilones plasticos estériles.

La extraccion de ADN se realizé con el DNeasy Plant Mini Kit siguiendo las instrucciones del fabricante
(Qiagen, Intl). EI ADN total se cuantificd con el fluorimetro Qubit 2.0 (Life Technologies, Intl.). La
calidad de las moléculas extraidas se analizé por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % conteniendo
Gel Red. La corrida electroforética se realizé con un buffer TBE 0,5X (Tris base, acido bérico y EDTA -
Acido etilendiaminotetraacético) (Sambrook et al., 1989) a 70V, por aproximadamente 30 minutos.
Las bandas fueron observadas bajo luz UV de un lector de geles Maestro Gen SMU-01 por

determinacion de la fluorescencia emitida por el agente intercalante en las moléculas de ADN.

Para obtener resolucién a nivel de especie, mediante amplificacién por PCR, se obtuvieron
fragmentos parciales del gen del factor de elongacidn de traduccion 1-a (EF-1a) y se secuenciaron

para identificar los aislamientos.

Las amplificaciones por PCR para el gen EF-1a se realizaron utilizando los cebadores EF1-728F:
CATCGAGAAGTTCGAGAAGG y EF1-986R: TACTTGAAGGAACCCTTACC (Carbone y Khon, 1999). Las
reacciones contenian un volumen total de 40 pl con 20 ng de ADN molde, tampdn de PCR 1X, 0,5 uM
de cada cebador (GBT Oligos, Buenos Aires), 0,2 mM de cada dNTP, MgCl; 2 mM, 1%, DMSO y 0,5 U
de Tag polimerasa (Thermo Fischer Scientific, Invitrogen Argentina SA). En el caso del control

negativo se adiciono agua en lugar de ADN.

Los tubos de reaccion se colocaron en un termociclador (Multigene Gradient Labnet International
Cycler). Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: etapa de desnaturalizacidn inicial a 95 °C
durante 8 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C durante 30 segundos,
temperatura de hibridacion a 48 °C durante 30 segundos y extension a 72 °C durante 1 minuto, con

un paso final de extension a 72 °C durante 5 minutos.

66



Para la visualizacién de los amplicones obtenidos, se sembraron 10 pl de cada producto de reaccion
con 5 pl de un buffer de carga 6X (sacarosa y azul de bromofenol) (Sambrook et al., 1989) sobre un
gel de agarosa al 1% conteniendo Gel Red. En paralelo se sembré el control negativo y un marcador
de peso molecular de 100 pares de bases (pb). La corrida electroforética se realizé con buffer TBE
0,5X a 90V por aproximadamente 60 minutos. Las bandas fueron observadas bajo luz UV del lector

de geles.

La purificacion y secuenciacién de fragmentos amplificados se realizé a través del servicio que ofrece
la empresa Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur). Las secuencias fueron comparadas con secuencias
de ADN fungico de la base de datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) de NCBI
(National Center for Biotechnology Information) usando una bdsqueda de BLAST para identificar las

especies. Posteriormente las secuencias fueron almacenadas en la pagina del NCBI.

Se procedié a los analisis filogenéticos de las secuencias de cada uno de los aislamientos bajo estudio
con el paquete de programas MEGA 7 (Kumar y col., 2018). Para ello, secuencias de referencia
identificadas a través de la busqueda de Blast, fueron obtenidas de GenBank. La secuencia de
Cercospora beticola, cepa CPC 18813, se usd como grupo externo para enraizar el arbol. Las
secuencias de nucleétidos de los aislamientos se alinearon junto con las secuencias de referencia

utilizando el algoritmo Muscle (Edgar 2004), y cuando fue necesario se ajustaron manualmente.

El estudio filogenético se realizé utilizando los andlisis de maxima verosimilitud con los parametros
de Kimura 2 utilizando el modelo de distribucién Gammay el tratamiento de los “gaps”, y los “missing
data” como delecion parcial (Greco et al., 2015). Los valores de “Bootstrap” se generaron con 1000
réplicas y se consideraron significativos cuando eran superiores al 85%. El alineamiento EF-1a consté

de aproximadamente 257 posiciones de nucledtidos.

Patogenicidad en frutos

En este experimento se evalud la capacidad de 21 aislamientos de Stemphylium vesicarium para
producir infeccidn en frutos del cultivar de peral D'Anjou, utilizando la técnica de inoculacién del

montadientes. A modo de control, se utilizaron frutos del cv. de manzana Red Delicious.
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Se utilizaron peras (Pyrus communis) de la variedad D'Anjou y manzanas (Malus domestica) de la
variedad Red Delicious, las cuales fueron obtenidos de arboles frutales en buen estado nutricional y
sanitario, desde una parcela perteneciente a la estacion experimental agropecuaria de INTA Alto
Valle. Los frutos se cosecharon y se trasladaron al laboratorio de Fitopatologia, se desinfectaron por

inmersion durante un minuto en una solucion de hipoclorito de sodio al 1% y se enjuagaron con ADE.

Para la preparacion del inoculo se utilizé la técnica del montadientes (Andersen y col., 2002). Se
emplearon los 21 aislamientos monospdricos previamente identificados morfoldgica vy
molecularmente. Desde colonias de 7 dias de crecimiento, se tomaron discos de 5 mm de didmetro
desde sus bordes, y se dispusieron en placas de Petri de 9 cm conteniendo PDA, colocando 4 discos
de un mismo aislamiento por placa. Los montadientes fueron partidos en mitades y autoclavados 5
veces en agua destilada y una en caldo papa dextrosa. Una vez estériles fueron colocados de a pares,
equidistantemente del disco colocado previamente en las placas. Se incubaron por 15 dias a 25 °C,

periodo en que las cepas los colonizaron (Figura 2.4).

noculaciones

Los frutos se inocularon introduciendo los montadientes a una profundidad aproximada de 8 mm.
Se utilizaron 3 peras y 3 manzanas por aislamiento. Cada fruto fue inoculado con 2 montadientes,
uno con indculo y el otro sin indculo (control). Luego los frutos fueron colocados individualmente en

bolsas plasticas transparentes y se incubaron durante 15 dias a 25 °C (Figura 2.5).

Concluido el periodo de incubacién se determiné la severidad, considerando el promedio de los

didmetros transversales de cada podredumbre. Las lesiones se clasificaron seguin su didmetro segun
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la siguiente escala propia: lesiones leves (menores a 15 mm de didmetro), medias (de 15 a 25 mm de

diametro), y graves (mas de 25 mm de diametro).

Figura 2.4: Produccion del indculo de S. vesicarium en medio PDA con la técnica del
montadientes. Placa recién sembrada (A). Placa de 15 dias de incubacion (B).

Figura 2.5: Inoculacién de peras con inéculo de S. vesicarium utilizando la técnica del montadientes
(A) e incubacion (B).

Diseno del experimento y andlisis

Se empled un diseifio completamente aleatorizado, con tres repeticiones por aislamiento.
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El ensayo se realizd por dos veces. Se seleccioné un modelo lineal con variable respuesta diametro
de podredumbre y como variable predictora cepa. Luego de verificar la normalidad vy
homocedasticidad de los datos, se realizéd un anadlisis de la varianza y un test de Tukey para la

comparacion de medias.

Crecimiento y esporulacién en distintos medios de cultivo

De los aislamientos de S. vesicarium de alta patogenicidad caracterizados en el experimento anterior,
se seleccionaron al azar 3 de ellos, SF23, SF20, y SF5, y se cultivaron en los siguientes medios: PDA,
V8, PZA, AA y APP (Anexo |). Todos los medios fueron esterilizados en autoclave durante veinte
minutos a una atmdsfera, y posteriormente se extendieron en las placas de Petri de 9 cm de
didmetro. En el centro de cada placa, se depositd un disco de cinco mm de didmetro tomado de la
periferia de una colonia desarrollada en PDA por siete dias. Las placas se mantuvieron a temperatura
ambiente (20-25°C) y con luz natural (fotoperiodo aproximado de 11-12 horas). Se emplearon 3
repeticiones por medio de cultivo y aislamiento, y el crecimiento se determiné tomando dos medidas
del didmetro perpendiculares entre si por placa, durante 7 dias. Se determind la velocidad de
crecimiento en mm/dia para cada réplica. Para la determinacién de la esporulacidn, las placas se
mantuvieron en incubacion por 15 dias. Luego, en cdmara de flujo laminar, sus superficies se frotaron
suavemente con un asa luego de afiadir 9 mL de ADE y una gota de Tween 20. La suspension fue
filtrada a través de una gasa y homogeneizada. Se tomaron alicuotas de 15 ul y se realizé el conteo

de conidios mediante la cdmara de Neubauer.

Para cuantificar cantidad de conidios, se establecié la siguiente escala cuantitativa, poco abundante:
entre 1y 102 conidios mL?; abundantes: 10% a 10* conidios mLY; muy abundante: 10° o méas conidios

mL7.

Para analizar el crecimiento se ajusté un modelo lineal con variable respuesta didmetro de colonia a
los 7 dias, y como variable predictora medio de cultivo. Se realizé un analisis de la varianza y un test

de Tukey de comparacion de medias (a=0,05). Se empleé la versién 4.1.3 de R.
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Resultados

Descripcion de la patologia y coleccidn de aislamientos

Los sintomas registrados en frutos, provenientes de los distintos sitios muestreados, consistieron en
manchas mds o menos circulares, de color marrén oscuro a negro, de consistencia dura, un poco
deprimida, de tamanio variable y en ocasiones rodeadas de un halo rojizo. La podredumbre presentd
consistencia seca, penetrando en la pulpa en forma de cufia. En general, el tamafio de las manchas
oscilé entre 5 y 41 mm de didmetro, con un valor medio de 21,54 mm. La mayor proporciéon de frutos
(61,5%) presenté las lesiones ubicadas en la zona ecuatorial, y el 38,5% restante en la zona calicinal.
En las variedades Packham's y Williams, el didmetro de lesidn oscilé entre 5 y 15 mm, mientras que
en D'Anjou y Abate Fetel el diametro oscilé entre 10 y 41 mm. Los sintomas en las hojas comenzaron
como manchas circulares, de coloracién marrén oscura intensa, y progresivamente se expandieron
hacia los bordes, entre las nervaduras formando, por lo general, una mancha en forma de “V”. Se
observo que las hojas afectadas sufren una caida prematura. Solo se registraron estos sintomas en
las variedades D'Anjou y Abate Fetel. Los sintomas, tanto en hojas como en frutos, coinciden con los
descriptos de las zonas productivas de pera europeas (Hernandez 1999; Llorente & Montesinos

2006).

Figura 2.6: Sintomas de mancha marrdn registrados en frutos
de las variedades Williams (A), Packham's (B), Abate Fetel (C)
y D'Anjou (D).
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Para las muestras de Belisle, se identifico al patégeno afectando frutos de la variedad Packham's y

D'Anjou, mientras que para las muestras de Villa Regina los aislamientos fueron negativos para el

patégeno en cuestion. Se aisld el patdgeno desde frutos de las variedades Packham's, D'Anjou y

Abate Fetel provenientes de Ingeniero Huergo. En General Roca se detectd al patégeno afectando

en gran medida a las variedades D'Anjou y Abate Fetel, tanto en hojas como en frutos, y en menor

medida a frutos Packham's. Las muestras de pera Williams provenientes de Cipolletti resultaron

positivas para el patégeno, asi como las muestras de Packham's de la localidad de Campo Grande.

Se obtuvieron en total 150 aislamientos, incluyendo aislamientos a partir de frutos y hojas (Tabla

2.1).

Tabla 2.1: Origen de los aislamientos de S. vesicarium obtenidos de las distintas localidades,
variedades de pera, desde hojas o frutos.

Localidad Variedad Frutos Hojas
Belisle D'Anjou 4 0
Abate Fetel 0 0
Packham's 2 0
Williams 0 0
Villa Regina D'Anjou 0 0
Abate Fetel 0 0
Packham's 0 0
Williams 0 0
Ingeniero Huergo D'Anjou 15 12
Abate Fetel 15 13
Packham's 10 0
Williams 0 0
General Roca D'Anjou 25 15
Abate Fetel 20 14
Packham's 0 0
Williams 0 0
Cipolletti D'Anjou 0 0
Abate Fetel 0 0
Packham's 0 0
Williams 2 0
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Campo Grande D'Anjou 0 0
Abate Fetel 0 0
Packham's 3 0
Williams 0 0
Aislamientos totales 96 54

Descripcidon morfolégica y micro morfolégica de los aislamientos

El crecimiento en los medios V8 y PZA de los 21 aislamientos mostré caracteristicas morfoldgicas
consistentes con S. vesicarium (Simmons, 1969; 1985, 1989, 2001).

Las colonias en medio de cultivo V8 presentaron color marrdn claro a grisdceo con abundante micelio
aéreo blanco, de textura algodonosa. Sus margenes se observaron incoloros y regulares.

En el medio PZA, las colonias fueron blanquecinas o incoloras, con escaso micelio aéreo. Solo en el
centro de la colonia mostraron caracteristicas similares al medio V8 (Figura 2.7).

En ambos medios, las colonias cubrieron todo el didmetro de una placa de Petri de 90 mm después
de tres semanas de incubacidn a una temperatura de 15-25 °C bajo luz azul fluorescente.

En la Tabla 2.2 se detallan las medidas obtenidas para los conidios segin el medio de cultivo.

Los conidios se desarrollaron solitarios, presentaron forma ovoide a oblonga, redondeada en el
apice, con 1-6 septos transversales y 0-4 septos longitudinales, de color marrén, con ornamentacion
de pared verrucosa (Figura 2.8).

Los conididforos fueron cilindricos, sin ramificaciones, proliferantes, de color marrén claro, con las
células apicales aplastadas de un color marrén mas oscuro.

En ambos medios, todos los aislamientos desarrollaron pseudotecios en abundancia, que maduraron
luego de 6 a 9 meses de incubacién (los primeros 25-30 dias a una temperatura de 15-25 °Cy luego
a 5 °Cen heladera).

Los pseudotecios presentaron, por lo general, forma redondeada u ovalada, color marrén oscuro a
negruzco un didmetro de 1-2 mm, siendo facilmente observables a simple vista. Las ascas hialinas,
de 140-160 um de largo por 25-35 um de ancho, contenian 8 ascosporas oblongas o elipsoidales de
color amarillento a marrén, seglin su estado de madurez, cada una de 32-35 um de largo por 10-12

pum de ancho, presentando hasta 6 septos transversales y multiples septos longitudinales (Figura 2.9).
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Figura 2.7: Desarrollo de un aislamiento de S. vesicarium a 10 dias de incubacion, sobre
medio PZA (A) y sobre medio V8 (B).

Tabla 2.2: Caracteristicas morfoldgicas conidiales segun medio de cultivo.

Medio de cultivo

Caracteristicas morfoldgicas

Media = D.E.
Largo del conidio (um) 23,33 £4,03
Ancho conidio (um) 13,44 +£2,13
Relacién largo/ancho 1,76 £ 0,29
PZA
N2 septos transversales 2,67 +0,81
N2 septos longitudinales 1,00+0,37
Constricciones 0,80+0,44
Largo del conidio (um) 22,89 + 4,04
Ancho conidio (um) 12,87 +4,15
Relacion largo/ancho 1,85+0,41
V8
N2 septos transversales 2,59+0,77
N2 septos longitudinales 0,91 +0,52
Constricciones 0,80+0,53
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Figura 2.8: Conidios de S. vesicarium desarrollados en medio PZA, vista en lupa (A) y en
microscopio (B).

Figura 2.9: Vista microscépica de un pseudotecio con ascas y ascosporas maduras.

Identificacion molecular

Las secuencias obtenidas se agruparon en un clado terminal fuertemente respaldado por un alto
valor de “Bootstrap” que contenia las referencias de cepas de S. vesicarium, incluida la cepa
depositada por Simmons (1969) y secuenciada por Inderbitzin et al. (2005) (EGS 37-067) y los

aislamientos depositados por Moslemi et al. (2017) (BRIP: 65181) y por Woudenberg et al. (2017)
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(CBS 191.86). El analisis filogenético basado en el fragmento del gen EF-1a resultd en la confirmacion
molecular de todos los aislados como S. vesicarium (Figura 2.10). Los geles, secuencias de genes y

cromatogramas se pueden observar en el Anexo |l.

Debido al concepto de un solo nombre (McNeill et al., 2012), todos los aislamientos en estudio en
este trabajo se denominan, segln el estado anamorfo, como S. vesicarium. En la Tabla 2.3 se detallan

los nimeros de acceso de GenBank y la informacion sobre el origen de los aislamientos analizados.

SL22
S5L35
SL37
S5L39
5140
SL61
SL62
SL63
SL65
S5L68
SL70
97 | SF4 L
| sFs S. vesicarium
SF8
SF9
SF13
SF19
61 SF20
SF21
SF23
SF24
S. vesicarium isolate BRIP:65181
S. vesicarium isolate EGS37-067
S. vesicarium isolate CBS 191.86
- S. majusculum isolate EGS16-068
S. efurmiunum isolate EGS29-099
- S. botryosum isolate CBS 714.68

97 | S lancipes isolate CBS 333.73

S. xanthosomatis i1solate EGS17-137

S. solani 1solate EGS42-027

4B_|j S. Ioti isolate NO 1364
22 S. trifolii isolate EGS12-142
89 ’: S. tniglochinicala isolate EGS36-118

97 S. paludiscirpi isolate EGS31-016
Cercaospora beficola isolate CPC 18813

—_

0,050

Figura 2.10: Arbol filogenético de 21 cepas de S. vesicarium del Alto Valle de Rio Negro,
Argentina.
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Tabla 2.3: Informacidn de origen geografico, cronoldgico, origen vegetal, y cddigos de acceso
al GenBank de los aislamientos.

Aislamiento Sitio de muestreo Fecha de Fuente de Caddigo de acceso

Latitud Longitud muestreo muestreo de GenBank
SF4 -39.03503 -67.69505 18/03/2016 Fruto D'Anjou MK424777
SF5 -39.03503 -67.69505 18/03/2016 Fruto D'Anjou MK424778
SF8 -39,26783 -65.90949 28/03/2016 Fruto D'Anjou MK424779
SF9 -39,26783 -65.90949 28/03/2016 Fruto D'Anjou MK424780
SF13 -39.03503 -67.69505 05/01/2017 Fruto D'Anjou MK424781
SF19 -39.03503 -67.69505 14/03/2017 Fruto D'Anjou MK424782
SF20 -39.03503 -67.69505 14/03/2017 Fruto D'Anjou MK424783
SF21 -39.03503 -67.69505 14/03/2017 Fruto D'Anjou MK424784
SF23 -39.03503 -67.69505 31/05/2017 Fruto D'Anjou MK424786
SF24 -39.03503 -67.69505 01/06/2017 Fruto D'Anjou MK424787
SL22 -39.03503 -67.69505 23/03/2017 Hoja D'Anjou MK424785
SL35 -39.06778 -67.60424 04/05/2018 Hoja D'Anjou MW032465
SL37 -39.06778 -67.60424 22/11/2018 Hoja D'Anjou MW032466
SL39 -39.06778 -67.60424 22/11/2018 Hoja D'Anjou MW032467
SL40 -39.06778 -67.60424 22/11/2018 Hoja D'Anjou MW032468
SL61 -39.06778 -67.60424 20/12/2018 Hoja D'Anjou MW032469
SL62 -39.06778 -67.60424 20/12/2018 Hoja D'Anjou MW032470
SL63 -39.06778 -67.60424 20/12/2018 Hoja D'Anjou MW032471
SL65 -39.06778 -67.60424 20/12/2018 Hoja D'Anjou MW032472
SL68 -39.06778 -67.60424 19/12/2018 Hoja D'Anjou MW032473
SL70 -39.06778 -67.60424 19/12/2018 Hoja D'Anjou MW032474

Patogenicidad en frutos

Todos los aislamientos ocasionaron podredumbre sobre las peras D'Anjou, pero ninguno produjo
sintomas sobre manzana. En los controles (frutos con montadientes sin inéculo), no se observd
desarrollo de la enfermedad. El didmetro medio de podredumbre originado por el conjunto de
aislamientos, a los quince dias de incubacién, fue de 23,73 mm. El tamafio medio de lesién originado

por los asilamientos de fruto fue de 24,92mm y por los de hoja fue de 22,65 mm. De acuerdo con la
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clasificacion de la patogenicidad segun el diametro de lesion establecida, de los 10 aislamientos de
hoja empleados, 2 presentaron patogenicidad leve (lesion menor a 15 mm de didmetro), 3 moderada
(de 15a25 mm)y 6 graves (mas de 25 mm). Por otro lado, de los 11 aislamientos de fruto, 1 presenté

patogenicidad leve, 4 moderada, y 5 grave (Figura 2.11).

El modelo obtenido para el didmetro de lesién presentd un ajuste adecuado, con un R? de 89%. Las
variables repeticion y origen del aislamiento no presentaron un aporte significativo, por lo que no se
incluyeron en el andlisis. La prueba ANOVA indicé que los aislamientos presentaron diferencias en
cuanto a su patogenicidad, y segun el test de Tukey, la cepa mas patogénica fue la 23SF (Figura 2.12
C), con un valor medio de lesiéon de 39,4 mm. Por otro lado, los asilamientos menos patogénicos
fueron 65 SL y 24 SF, con valores medios de 5,3 y 6,1 mm de diametro de lesidn respectivamente

(Tabla 2.4).

100 -

patogenicidad
leve
moderada

M -

Porcentaje de alislamientos
o
L =]

er;to holja
origen
Figura 2.11 Porcentaje de aislamientos de S. vesicarium obtenidos de hojas
y frutos que presentaron patogenicidad leve (lesiones menores a 15 mm de
didmetro), moderada (de 15 a 25 mm) y grave (mayor a 25 mm).

Figura 2.12: Patogenicidad de las cepas SF24 (A), SL22 (B), y SF23 (C) de S.
vesicarium inoculadas sobre peras D'Anjou e incubadas 10 dias.
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Tabla 2.4: Patogenicidad de las cepas de S. vesicarium sobre peras D'Anjou. Medias seguidas
de la misma letra no son significativamente diferentes entre si segln el test de Tukey.

Cepa Origen Media + DE Patogenicidad Grupo
65 SL hoja 5,29+1,23 Leve a
24 SF fruto 6,21+1,81 Leve ab
61SL hoja 14,89 + 8,08 Leve bc
19 SF fruto 17,10+ 9,80 Moderada cd
22SL hoja 17,11 +9,84 Moderada cd
5 SF fruto 17,85+ 10,39 Moderada cde
62 SL hoja 18,10 + 10,59 Moderada cde
9 SF fruto 19,23 +11,48 Moderada cde
39 SL hoja 20,29 +12,34 Moderada cde
4 SF fruto 24,41 + 15,68 Moderada cdef
8 SF fruto 25,56 + 16,63 Grave cdef
37SL hoja 25,69 £ 16,74 Grave cdef
35SL hoja 25,81 + 16,84 Grave cdef
13 SF fruto 26,29+ 17,24 Grave cdef
40 SL hoja 26,84 £ 17,69 Grave cdef
20 SF fruto 26,84 +17,68 Grave cdef
70 SL hoja 27,77 £ 18,46 Grave cdef
63 SL hoja 29,96 £ 20,30 Grave def
21 SF fruto 31,02 £21,18 Grave def
68 SL hoja 31,96 £21,98 Grave ef
23 SF fruto 39,4 +28,31 Grave f

Crecimiento y esporulaciéon en distintos medios de cultivo

Los tres aislamientos fueron capaces de crecer sobre los diferentes medios analizados. El analisis de

los datos indicd que el medio de cultivo tuvo un aporte significativo, por lo que dicho factor se incluyé
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en el modelo, mientras que la identidad de los aislamientos no se incluyé ya que su aporte no fue

significativo.

El test de Tukey sefiald al medio AA como de menor didmetro, seguido por PZA y V8. Los medios que
mostraron mayor de didmetro de colonia fueron PDA y el medio similar al sustrato original (APP), sin

diferencias significativas entre ellos.
La Figura 2.13 muestra el crecimiento medio diario de los aislamientos en cada medio de cultivo.

Con respecto a la producciéon de esporas, en los medio V8 y AA fue muy abundante, con

concentraciones medias de 10° conidios mL'y 10° conidios mL* respectivamente.

En el medio PZA fue abundante, con medias de 10 conidios mL™, mientras que en los medios PDA y

APP resulté poco abundante, con concentraciones de 10% conidios mL™.

En la Tabla 2.5 pueden observarse los valores medios de velocidad de crecimiento y cantidad de

esporas producidas por medio de cultivo.
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Figura 2.13: Crecimiento medio de los aislamientos SF8, SF20, y SF23 de S. vesicarium
en los medios de cultivo AA, PDA, APP, PZA y V8 a lo largo de los 7 dias de incubacion.
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Tabla 2.5: Efecto del medio de cultivo en el crecimiento y produccién de esporas de los
aislamientos de S. vesicarium SF8, SF20 y SF23. Velocidad media, diametro alcanzado a los 7
dias de incubacidn y nivel de esporulacidon alcanzado en los distintos medios.

Medio Aislamiento Velocidad (mm/dia) Diametroalos 7 Concentracion
media z D.E. dias media (conidios
media £ D.E. mL?)
AA SF8 7,33+1,16 45,00 £ 0,00 10°
SF20 7,42 +1,63 41,00 +£1,00 10°
SF23 7,15+1,19 45,00 £ 1,00 10°
PZA SF8 9,29+0,80 59,00 + 1,00 103
SF20 9,55+1,12 60,00 + 0,00 103
SF23 9,50 +£0,91 60,50 + 0,50 103
PDA SF8 9,62+0,33 63,50+ 0,50 102
SF20 10,03 +0,85 67,00 + 0,00 102
SF23 10,06 £ 0,54 66,33 £ 0,58 102
APP SF8 9,52+1,03 75,00 + 1,00 10?
SF20 9,48 £ 0,82 70,67 £ 0,58 10?
SF23 9,40+ 0,44 66,33 + 1,53 102
V8 SF8 9,46 + 0,45 61,00 + 0,00 108
SF20 9,36 +0,49 63,33 +0,58 108
SF23 9,60 + 0,47 64,00 + 1,00 106
Discusion

En este primer capitulo se realizd una caracterizacién de los sintomas asociados a las distintas
variedades de pera en distintas localidades de la regién del Valle de Rio Negro, Argentina. Los
sintomas registrados en los frutos, a partir de los muestreos realizados en las distintas temporadas,
reflejan variabilidad en cuanto a la severidad de los sintomas a nivel de fruto de las cuatro variedades
analizadas. Ademas, los sintomas en hojas también mostraron variabilidad, ya que solo fueron
registrados en las variedades D'Anjou y Abate Fetel. Esta influencia varietal en la susceptibilidad a la

mancha marrdn fue reportada por Montesinos et al. (1995) para cultivares europeos.
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La caracterizacion morfoldgica y molecular de los aislamientos fue necesaria a fin de lograr una
identificacién taxondmica fiable. La morfologia de los conidios maduros (forma, tamafio, tabicacidn
y relacién largo:ancho) muestran que corresponden a S. vesicarium segun la descripcion realizada
por Simmons (2001) y coinciden también con la descripcidn de aislamientos obtenidos de lesiones
de frutos y hojas de peral y de muestras de aire de perales en Espafia, Francia y los Paises Bajos (Puig
et al.,, 2015). Ademads, estas caracteristicas también coincidieron con las descritas para los
aislamientos de S. vesicarium (EGS 37-067), que se utilizaron en el examen taxondmico de
aislamientos japoneses (Kurose et al., 2015), cepa BRIP: 65181 (Moslemi et al., 2017) y la cepa CBS
191.86 (Woudenberg et al., 2017). Todas las cepas en este estudio se agruparon en el mismo clado
que contiene a los S. vesicarium EGS 37-067 (Tipo), BRIP: 65181 y CBS 191.86 con un alto valor de
“Bootstrap” (97). Por lo tanto, los analisis morfolégicos y moleculares identificaron a los aislamientos
en este estudio como S. vesicarium (Wallr.) E.G. Simmons (teleomorfo: P. herbarum [Pers.] Rabenh,
syn. P. allii [Rabenh.] Ces. & De Not.).

En las pruebas de patogenicidad sobre frutos del cv. D'Anjou se observaron diferencias entre los
aislamientos, siendo algunos mas patogénicos que otros. El origen tisular de los aislamientos, hojay
fruto no tuvo influencia sobre la patogenicidad. Esto coincide con los resultados obtenidos por Kohl
et al. (2009a), quienes encontraron patrones de patogenicidad similares sobre hojas de peral
inoculadas con aislamientos de S. vesicarium obtenidos desde hojas y frutos de peral, pero si
encontraron diferencias con aislamientos obtenidos de otros huéspedes, como cebolla y esparrago.
En la comparacion del crecimiento y esporulacidn en distintos medios de cultivo, los aislamientos
demostraron mayor produccién de conidios en V8, el cual ha sido el mas utilizado para producir
inéculo de este patdgeno (Llorente & Montesinos, 2002; Llorente & Montesinos, 2004; Rossi et al.,
2005; Rossi & Pattori, 2009; Alberoni et al., 2010; Kurose et al., 2015; Tanahashi et al., 2017; Cappai
et al., 2018). Sin embargo, el medio AA también podria ser utilizado, ya que tuvo una abundante
produccidn de esporas. Como ventajas, se puede sefalar que el AA es de fécil acceso y econdmico.
El medio APP, en el cual la velocidad de crecimiento fue buena, tiene el inconveniente de que
requiere una elaboracién compleja. La velocidad de crecimiento (mm/dia) para la mayoria de los
aislamientos fue mas alta en los medios PDA, V8, PZA y APP, no existiendo diferencias significativas

entre ellos. Por lo tanto, el cultivo de los asilamientos podria hacerse en cualquiera de ellos.
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Conclusiones Parciales

El presente trabajo conforma uno de los primeros estudios sobre Stemphylium como patdgeno de
perales en Argentina.

Se logré una coleccion de 150 aislamientos, incluyendo cepas de hojas y frutos.

Se obtuvieron 21 aislamientos monospodricos a los cuales se los logrd caracterizar en base a

caracteristicas morfolégicas, micro-morfolégicas y moleculares.
Se logro caracterizar la patogenicidad de estos aislamientos sobre frutos del cultivar D'Anjou.

Se identificé al aislamiento SF23 como altamente patogénico, lo que permitié su seleccién para

realizar futuros ensayos.
Los medios V8 y AA fueron identificados como los mas indicados para la produccién de conidios.

Para el cultivo de los aislamientos se destacd el medio PDA por la velocidad de crecimiento (no difiere

del crecimiento en V8, APP o PZA), y su facil acceso.

La coleccién de cepas lograda implica una base de material e informaciéon que permitird realizar

futuros estudios.
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Capitulo 3 : Eco fisiologia de Stemphylium vesicarium
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Introduccion

Stemphylium vesicarium, agente causal de mancha marrén en perales, ha demostrado ser una
amenaza significativa para la produccion fruticola en numerosas areas productivas de Europa
(Vilardell, 1988; Ponti et al., 1988; Hernandez, 1999; Polfliet, 2002; Van Dijke, 2002; Llorente &
Montesinos, 2002; Glos et al., 2023). Esto ha motivado investigaciones que profundicen en el
conocimiento sobre el patégeno para desarrollar estrategias de control y mitigar sus efectos (Cugier

et al.,1991; Llorente & Montesinos, 2002).

El efecto de la temperaturay la disponibilidad de agua sobre la germinacién y el crecimiento micelial
fue estudiado en Espafia, utilizando aislamientos de S. vesicarium obtenidos en las zonas productivas
de Catalufia (Montesinos & Vilardell, 1992). Dicho estudio ha proporcionado informacién valiosa
sobre la epidemiologia y el comportamiento de este patédgeno. Segun estos autores, las tasas de
germinacion y de crecimiento micelial de S. vesicarium son mayores que las de otros patégenos, y la
germinacidon necesita de condiciones de alta humedad relativa. Sin embargo, sefialan que los
estudios realizados en laboratorio pueden no tener una correlacion estricta con lo que sucede en el

campo, donde las condiciones pueden ser mas variables.

La disponibilidad de agua y la temperatura son dos factores medioambientales que ejercen efectos
importantes en la actividad fungica ya que son determinantes del potencial de germinacién y
crecimiento de los microorganismos (Plaza, 2003). Tener informacién sobre el efecto de la
temperatura y aw en el desarrollo de un patégeno, permitird disefiar herramientas para su control

con mayor certeza (Di Masi, 2007).

Actualmente no se cuenta con suficiente informacidon sobre los habitos de crecimiento de los

aislamientos locales.

Objetivos Generales

Determinar el efecto de los pardmetros ambientales (aw y temperatura) sobre la germinacién de
esporas y el crecimiento de aislamientos de S. vesicarium de la regidn del Alto Valle de Rio Negro,

estableciendo las condiciones dptimas y limitantes para ello.
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Objetivos especificos

o Determinar el efecto de la actividad de agua (aw) y la temperatura sobre la germinacién de
las esporas de S. vesicarium.
e Cuantificar el efecto de la ay y la temperatura la tasa de crecimiento de aislamientos de S.

vesicarium.

Materiales y métodos

Se evalué el desarrollo de tres aislamientos de S. vesicarium a seis temperaturas y siete ay. Las aw
fueron 0,99; 0,97; 0,95; 0,93; 0,90; 0,88; y 0,85, y las temperaturas 0, 5, 15, 25, 30, y 37 °C. Se
emplearon 5 repeticiones por aislamiento en cada una de las 42 combinaciones de temperatura y

dw.

Preparacion del indculo

Los aislamientos seleccionados (SF8, SF20y SF23) se incubaron a 25 °C durante 15 dias, para producir

abundante esporulacion.

Se prepararon soluciones de glicerol (87% p.a. Cicarelli) y agua (Tabla 3.1), se tomaron alicuotas de
5 mL, se colocaron en tubos de ensayo, y se autoclavaron a 121°C durante 15 minutos. Luego se le
agrego a cada tubo 2,5 ul de Tween 80 estéril. Los conidios de cada uno de los aislamientos fueron
recogidos con un ansa ojal y colocados en los tubos. Luego de homogeneizar, la concentracion de
conidios en suspensidn fue determinada por recuento en cdmara de Neubauer. Las concentraciones

del indculo se ajustaron a 5 x 10* conidios mL™.

Tabla 3.1: Valores de actividad de agua de soluciones acuosas de glicerol a 25 °C

aw Glicerol (g/L)
0,99 18

0,97 120

0,95 200

0,93 250
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0,90 340

0,88 380

0,85 416

Medio de cultivo

Se empled PDA (Anexo 1) como medio de cultivo. El aw del medio fue ajustada con glicerol (87% p.a.
Cicarelli) y medido en equipo Aqualab modelo CX-2 (Decagon Devices Inc., USA). El calculo tedrico

de la actividad acuosa se hizo teniendo en cuenta la siguiente férmula:

dw medio = dw medio X Aw sol glicerol:agua

Las aw obtenidas fueron 0,99; 0,97; 0,95; 0,93; 0,88 y 0,85 +/- 0,003.

Los medios fueron esterilizados en autoclave a 120 °C durante 20 minutos, y una vez que alcanzd la
temperatura adecuada, se distribuyé en placas de Petri de 90 mm de didametro (aproximadamente

15 ml).

Inoculacidon e incubacion

Las placas de Petri fueron inoculadas en el centro con 1 pl de la suspensién de esporas descripta
anteriormente. Las placas fueron incubadas a 0, 5, 15, 25, 30, y 37 °C por un periodo maximo de 100

dias.

Para minimizar la transferencia de agua al medio o desde el medio, las placas fueron colocadas
dentro de bolsas de polietileno de 80 cm x 40 cm x 40 um de poro. Las mismas son permeables al
oxigeno, pero no a la humedad, por lo que resultan adecuadas para mantener constante la actividad
acuosa durante el periodo de tiempo que dura la experiencia. Se colocaron vasos de precipitado de
50 mL conteniendo una solucién de glicerol/agua correspondiente a cada ay y fueron renovados

semanalmente (Chirife et al., 1980).

Determinacién de germinacion y medicion de crecimiento
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Para determinar la germinacién, las placas de Petri fueron observadas cada una hora bajo lupa

estereoscopica (Arcano ST 30L/2L) a 40X.

El criterio de germinacion fue la observacion de tubo germinativo de longitud similar al didmetro del

conidio (Figura 3.1) en al menos el 50% del inéculo (Hocking & Miscamble, 1995).

Se registrd el tiempo trascurrido hasta la ocurrencia de la germinacion (fase lag), y luego se se
midieron diariamente las colonias, registrando sus diametros perpendiculares, hasta que se
completd la superficie de la placa, o por 90 dias en el caso de las colonias que no completaron las

placas.

Figura 3.1: Conidio germinado.

Procesamiento de datos

Los datos de tiempos de germinacién y didmetros de las colonias se volcaron a planillas de célculo.
Se graficd la curva de crecimiento (didmetro de la colonia en funcion del tiempo) para cada una de

las réplicas (promedio 5) de cada una de las 42 condiciones (6 temperaturasy 7 aw).
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Resultados

Se obtuvieron los tiempos de germinacién y velocidad de crecimiento para los tres aislamientos en

las 42 combinaciones de temperatura y ay utilizados.

Aislamiento SF23

En aw 0,99 se registré la maxima velocidad de germinacién a 25 °C, donde la fase lag tuvo una
duraciéon menor a 4 horas. En dicha ay, a los 30 °C fue ligeramente mayor, de mas de 4 horas. A los

15 °C, la germinacion ocurrio cerca de las 6 horas, alos 5 °Calas 11 horas, y a0 °Ca las 77 horas.

En las aw 0,99, 0,97, 0,95, y 0,93 incubadas a 37 °C, la germinacidn ocurrio, pero el crecimiento se

detuvo luego de ella, solo llegando a formar una micro colonia.
En las aw de 0,88 y 0,85 no se registré formacidn de colonia en ninguna de las temperaturas.

La germinacién ocurrié en todas las temperaturas de las aw 0,99, 0,97, y 0,95. En el caso de ay 0,93,
la germinacion no se observé a 0°C. En a 0,90 y 0,88, la germinacion tuvo lugar en las temperaturas

de 15, 25y 30 °C, pero no en el resto. En 0,85, solo germinaron aquellas incubadas a 25y 30 °C.

Respecto a la velocidad de crecimiento, las mayores ocurrieron a los 25 y 30 °C en condiciones de ay
de 0.99y 0.97. Para una misma ay, la velocidad es mayor en las temperaturas de 25 y 30 °C, siguiendo
en importancia la de 15 °C, y luego 5 °C. A 0°C el crecimiento fue muy lento, y a 37 °C, nulo. Para una
misma temperatura de incubacién, al disminuir el ay, la duracién de la fase lag se incrementd y la

velocidad de crecimiento disminuyo (Tabla 3.2).

Tabla 3.2: Efecto de la temperatura y aw sobre el crecimiento del aislamiento SF23 de S.
vesicarium: duracién de la fase lag (tiempo transcurrido hasta la determinaciéon de la
germinacion), y la velocidad media de crecimiento de las colonias.

aw T(°C) Fase lag (dias) Velocidad media
de crecimiento
(mm/dia)
0 3,21 0,46
5 0,46 1,98
15 0,25 6,46
0,99
25 0,16 8,81
30 0,17 8,16
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37 0,25 0

0 4,04 0,48

5 1,29 1,64

15 0,33 4,77
0,97

25 0,25 8,12

30 0,25 8,11

37 0,31 0

0 12,00 0,18

5 3,10 0,90

15 0,96 2,93
0,95

25 0,44 4,86

30 0,40 4,68

37 0,42 0

0 0,00 0

5 7,04 0,31

15 1,21 1,75
0,93

25 0,96 3,51

30 0,96 2,52

37 0,98 0

0 0,00 0

5 0,00 0

15 2,77 0,07
0,90

25 0,92 1,42

30 0,92 0,92

37 0,00 0

0 0,00 0

5 0,00 0

15 10,52 0
0,88

25 3,75 0

30 4,54 0

37 0,00 0

0 0,00 0

5 0,00 0

15 0,00 0
0,85

25 3,75 0

30 4,54 0

37 0,00 0

La velocidad media de crecimiento para cada condicién de temperatura y a, puede apreciarse en la

Figura 3.2.
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Figura 3.2: Velocidad media de crecimiento de la cepa SF23 en las distintas combinaciones de
temperatura y ay evaluadas.

Aislamiento SF20

La maxima velocidad de germinacién ocurrié enla aw 0,99 a 25 °C, donde la fase /ag tuvo una duracidn
de casi 5 horas. Al disminuir la temperatura para este mismo ay, la germinacién fue mas lenta, siendo
que a los 15 °C demord cerca de 8 horas, y alos 5 °C, unas 11 horas. La germinacion se registrd en

todas las temperaturas para los aw desde 0.99 a 0.93.

En aw de 0,90 la germinacion no se produjo en 37 °Cnien 0 °C. En aw 0,88 no se produjo en 0, 5, ni

37 °C. Finalmente, en aw 0,85 no se registrdé germinacidn a ninguna temperatura de incubacion.

Para este aislamiento se obtuvo que para un mismo ay, los aumentos de temperatura producen un
incremento en la velocidad de crecimiento de las colonias, excepto para la de 37 °C, temperatura a
la cual se produjo la germinacidn, pero la colonia no logré desarrollarse. Las mayores velocidades de

crecimiento se produjeron a los 25 y 30 °C en condiciones de aw de 0,99 y 0,97 (Tabla 3.3).

La velocidad media de crecimiento para cada condicién de temperatura y a, puede apreciarse en la

Figura 3.3.
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Tabla 3.3: Efecto de la temperatura y aw sobre el crecimiento del aislamiento SF20 de S.
vesicarium: duracién de la fase lag (tiempo transcurrido hasta la determinacién de la
germinacién, expresado en dias), y la velocidad media de crecimiento de las colonias en

mm/dia.
aw T(°C) Fase lag (dias) Velocidad media de
crecimiento
(mm/dia)
0 2,73 0,74
5 0,46 1,89
15 0,31 5,91
0,99
25 0,20 8,76
30 0,22 8,31
37 0,25 0
0 3,66 0,34
5 1,58 1,27
15 0,35 4,41
0,97
25 0,27 8,35
30 0,27 7,67
37 0,32 0
0 8,67 0,33
5 2,71 0,81
15 0,83 2,83
0,95
25 0,48 5,51
30 0,48 4,55
37 0,48 0
48,54 0
5 8,71 0,22
15 1,6 1,86
0,93
25 0,63 4,05
30 0,63 4,03
37 0,63 0
0 0 0
5 334 0
15 2,71 0,21
0,90
25 0,85 1,48
30 0,85 1,45
37 0 0
0 0 0
5 0 0
15 10,46 0
0,88
25 3,4 0,41
30 3,4 0,23
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Figura 3.3: Velocidad media de crecimiento de la cepa SF20 en las distintas combinaciones de
temperatura y a evaluadas.

Aislamiento SF8

La maxima velocidad de germinacion ocurrié en las ay 0,99 a 25 °Cy 30 °C, donde la fase lag tuvo
una duracién de casi 5 horas. Al disminuir la temperatura para este mismo aw, la germinacién fue

mas lenta, siendo que a los 15 °C demoré 8 horas, y alos 5 °C, 13 horas.

La germinacion se registro en todas las temperaturas para los ayw desde 0,99 a 0,93. En los aw de 0,90

y 0,88, la germinacién no se produjo en las temperaturas de 37,5, y 0 °C.

A los 37 °C se observo ocurrencia de germinacion en ay 0,93 y superiores, pero el crecimiento se
detuvo, y la colonia no logré desarrollarse. En ayw 0,85 no se registrd germinacién a ninguna

temperatura de incubacién.
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Con respecto al crecimiento de las colonias, las mayores velocidades se produjeron a los 25y 30 °C

en condiciones de aw de 0,99 y 0,97. Para una misma temperatura, el aumento de aw produjo un

incremento en la velocidad de crecimiento de las colonias, asi como también un aumento de la

velocidad de germinacidn, es decir, una disminucion de la duracién de la fase lag (Tabla 3.4).

Tabla 3.4: Efecto de la temperatura y aw sobre el crecimiento del aislamiento SF8 de S.
vesicarium: duracion de la fase lag (tiempo transcurrido hasta la determinacién de la

germinacién), y la velocidad media de crecimiento de las colonias.

aw T(°C) Fase lag (dias) Velocidad
media de
crecimiento
(mm/dia)
0 2,52 0,71
5 0,54 1,43
15 0,35 6,08
0,99 25 0,19 8,55
30 0,19 7,04
37 0,23 0
0 3,02 0,48
5 1,1 1,03
15 0,98 4,30
0,97 25 0,29 7,49
30 0,29 6,73
37 31 0
0 12,06 0
5 5,06 0,55
15 1,1 2,78
0,95 25 0,4 5,36
30 0,4 4,78
37 0,4 0
0 23 0
5 6 0,29
15 1,98 2,25
0,93 25 0,96 3,61
30 0,96 3,56
37 0,96 0
0 0 0
5 0 0
0,90 15 0,06 0,21
25 1,98 1,21
30 1,98 1,15
37 0 0
0 0 0
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La velocidad media de crecimiento para cada condicidn de temperatura y a, puede apreciarse en la

Figura 3.4.
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Figura 3.4: Velocidad media de crecimiento de la cepa SF8 en las distintas combinaciones de
temperatura y aw evaluadas.

En la Tabla 3.5 se puede observar el desarrollo de las colonias de este aislamiento a los doce dias de
incubacidn, en las distintas condiciones evaluadas, mientras que en la Figura 3.5 se puede observar
de manera grafica, la velocidad media de crecimiento de los tres aislamientos las distintas

condiciones.
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Tabla 3.5: Colonias de S. vesicarium a los 12 dias de incubacidn, bajo las distintas condiciones
de temperaturay aw.

TC 0°C 5°C 15°C 25°C 30°C 37°C

[aw

0,99

0,97

0,95

0,93

0,90

0,88

0,85
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Discusion

La germinacién de los conidios de S. vesicarium fue estudiada por Montesinos & Vilardell (1992). En
ella, la germinacion fue evaluada mediante la colocacién de gotas de suspensiones conidiales en
portaobjetos adheridos a las tapas de la placa de Petri, dentro de la cuales se encontraban soluciones
salinas correspondientes a un rango de aw, los cuales fueron considerados como equivalentes al
porcentaje de humedad relativa (HR). Sus resultados indicaron que no hubo germinacién por debajo
de una humedad relativa menor al 92%, a una temperatura de 20 °C.

Ademas, mediante la siembra de una gota de suspension conidial dentro de placas de Petri con AA,
Montesinos & Vilardell (1992) obtuvieron que los tiempos de germinacion fueron de 1 hora para las
temperaturas de entre 20y 30 °C, y de 3 horas para las temperaturas de 10y 35 °C.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron que, en el rango de temperatura de 25 °C
a 30 °C, la germinacidén pudo producirse hasta un a, del 0,88, es decir, con una HR del 88%. Las
diferencias observadas con respecto a la investigacién de Montesinos & Vilardell (1992) pueden
deberse a las distintas metodologias empleadas.

Las mayores velocidades de germinacién se observaron en ay, 0.99, siendo de entre 4 y 5 horas para
las temperaturas de 25y 30 °C, de 11 a 13 horas para la temperatura de 5 °C, y a los 37 °C de unas 6
horas, pero con un detenimiento del crecimiento, es decir, que a los 37 °C los conidios lograron
germinar, pero no fueron capaces de formar una colonia. Las diferencias observadas con la
investigacion citada previamente son notorias, ya que en dicho estudio la germinacién se observé en
tan sélo 1 hora, mientras que en el presente demord 4 horas. Esto puede atribuirse a las diferencias
metodoldgicas o a caracteristicas intrinsecas de los aislamientos estudiados. A pesar de estas
diferencias, la tendencia de que las mayores velocidades de germinacidn ocurren entre los 25y 30
°Cy que la velocidad disminuye al descender la temperatura, coincide en ambos trabajos.

En cuanto a la velocidad del crecimiento de las colonias, los autores obtuvieron que la velocidad
maxima de las colonias de S. vesicarium ocurrié a los 21 °C. Dicho ensayo fue efectuado mediante la
siembra de un disco de micelio en placas con PDA, no incluyé modificacién de a, del medio. Los
resultados aqui presentados, muestran que, para los aislamientos nativos utilizados, la mayor
velocidad de crecimiento se produjo a los 25 °C, para todos los aw empleados y, ademas, las
velocidades de crecimiento fueron mayores para el ay de 0,99.

En términos generales, los aislamientos de S. vesicarium evaluados no presentaron diferencias
importantes entre si, y en todos los casos el crecimiento éptimo fue préximo a los 25 °C.

La maxima temperatura de crecimiento reportada es cercana a los 35 °Cy la minima de 5 °C, donde

se observé escaso crecimiento de las colonias (Montesinos & Vilardell, 1992). Los resultados aqui
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presentados concuerdan con dichas observaciones, ya que a la temperatura de 37 °C no se observo
crecimiento de las colonias, mientras que a0y 5 °C se observé un crecimiento muy lento, con escaso

desarrollo de micelio.

Conclusiones Parciales

El presente capitulo presenta el primer estudio eco fisiolégico de aislamientos nativos de Argentina

y de América de Stemphylium vesicarium obtenidos de perales.

Cuando se estudiaron las diferentes condiciones de temperatura y aw se pudo observar que las
mayores velocidades de crecimiento micelial y germinacién se dieron a una temperatura de 25 °Cy
en aw de 0,99. Por lo tanto, tanto la germinacién como el crecimiento del micelio se ven favorecidos

por condiciones de temperaturas medias y alta disponibilidad de agua.

Las temperaturas elevadas (37°C) son limitantes para el crecimiento del patégeno.

En temperaturas bajas, de 0 a 5 °C, el crecimiento es muy lento.

Esta investigacion permitié obtener informacién local sobre las caracteristicas de crecimiento del
patdgeno, indicando que su desarrollo requiere de condiciones climaticas especificas, y que, por lo
tanto, la ocurrencia de infecciones va a depender de la temperatura y disponibilidad de agua del

ambiente.
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Introduccion

El desarrollo de las enfermedades en los cultivos es consecuencia de un proceso de interaccion
complejo que, entre los componentes que la literatura fitopatoldgica cita, se conforma del tetraedro
de la enfermedad, involucrando a un agente causal, a un hospedante susceptible, un ambiente
adecuado, y a la intervencion del hombre.

La epidemiologia es el estudio de la dindmica temporal y espacial de las enfermedades en los cultivos,
y la utilizacion de los resultados de experimentos y monitoreos para describir, comprender,
comparar y predecir epidemias (Madden, 2007). Segun Gonzalez (1976), la epidemiologia es el
estudio del desarrollo y de la diseminacién de las enfermedades en poblaciones de plantas y de las
condiciones ambientales que regulan estos procesos. La epidemiologia proyecta en el tiempo y el
espacio el tetraedro de enfermedad, surgié desde la fitopatologia ante la necesidad de ponerle
numeros al fendmeno biolégico que significan las enfermedades, y asi poder analizar con seguridad
y objetividad las epidemias en los cultivos (March, et al. 2010).

El agente causal de la mancha marrdn del peral, Stemphylium vesicarium, produce dos tipos de
esporas, el teleomorfo produce ascosporas mientras que el anamorfo produce conidios. En la zona,
se verificd la formacion de conidios y pseudotecios en hojas y frutos de peral (Di Masi, 2017).

Segun la bibliografia, el patégeno se ha encontrado en suelos, en hojas muertas y frutos de pera, y
también sobre residuos de malezas (Rossi et al., 2005; Kéhl et al., 2009). Se pueden producir
ascosporas y conidios en dichos residuos de plantas durante toda la temporada de crecimiento (Rossi
et al., 2005; Rossi & Pattori, 2009), de modo que se consideran una fuente constante de conidios que
pueden causar infecciones en las hojas y frutas durante toda la temporada. Se ha confirmado que
aislamientos capaces de producir la enfermedad en los perales tienen la habilidad de sobrevivir y
producir ascosporas y conidios como saproéfitos en algunas especies como Poa pratensis, Festuca
rubra, Festuca ovina, Lolium perenne, Digitaria sanguinalis, Setaria glauca, y Trifolium repens, en
algunas se producen, incluso, en mayor abundancia que sobre los restos de peral (Rossi et al., 2005).
Los conidios estan presentes en el aire del campo entre mediados de primavera hasta el otofio y
pueden considerarse los principales responsables de las infecciones que ocurren durante la
temporada (Bugiani et al., 2004). Las ascosporas maduran durante el invierno (Prados-Ligero et al.,
1998), ya que las bajas temperaturas son necesarias para este proceso (Aveling, 1993; Llorente &
Montesinos, 2004); las fechas de los primeros pseudotecios maduros dependen de las condiciones
de campo que aseguren una humedad adecuada (Llorente & Montesinos, 2004). La expulsiéon de
ascosporas ocurre en primavera, en asociacion con la lluvia (Prados-Ligero et al., 2003; Llorente et

al., 2003).

109



El inicio de infecciones requiere siempre la presencia conjunta de humectacién o humedad relativa
elevada y de temperaturas suaves. En cambio, la progresidon de las infecciones depende sélo
practicamente de la temperatura. La éptima para la infeccién es entre 20 y 25 °C. Se requiere un
minimo de 6 h de humedad para la infeccién a la temperatura 6ptima, y la probabilidad de infeccidn
aumenta con el aumento de la duracién de la humedad (LIorente & Montesinos, 2006).

Estas condiciones ambientales, que resultan favorables para el desarrollo de la enfermedad, se dan
con mucha frecuencia en las regiones productoras de peras de Europa, donde se quieren de 15 a 25
aplicaciones de fungicidas para mantener bajos a los niveles de dafo (Llorente et al., 2012). En la
region de Emilia-Romana, por ejemplo, lugar donde la enfermedad tuvo su primera deteccién, la
media mensual de lluvias primaverales es de 51,1 mm vy estivales de 41,7 mm. En Europa, se utiliza
el sistema de prondstico BSPcast, que consiste en un modelo que combina la temperatura media del
periodo humedo y el nimero de horas de hoja mojada para cuantificar la gravedad de las infecciones.
Dicho pronéstico indica cuando es necesario realizar aplicaciones, y su implementacion les ha
permitido lograr una reduccién de entre 30 y 40 % las aplicaciones de agroquimicos (Llorente et al.,
2000).

En la zona del Alto Valle de Rio Negro, la media de precipitaciones primaverales de los ultimos 50
afios es de 57,3 mm, variando entre 15 y 24 mm mensuales, mientras que, en verano, la precipitaciéon
media es de 55,7 mm, variando entre 14,7 y 23 mm mensuales (Rodriguez & Mufioz, 2022).

Las precipitaciones muestran una variabilidad interanual marcada, con alternancia de afos secos y
anos humedos. Ademas, en las ultimas décadas, se evidencid una tendencia relevante de incremento
de dias con lluvia en primavera y aumento de ocurrencia de eventos extremos de precipitacion en
primavera y verano (Rodriguez & Mufioz, 2022).

Si bien se cuenta con abundante informacién sobre el comportamiento del patégeno en otras partes
del mundo, hasta el momento, no hay antecedentes de estudios de la mancha marrdn del peral bajo
las condiciones ambientales del Alto Valle de Rio Negro.

En el contexto de variacién en la distribucién de las precipitaciones en la zona de estudio, resulta
fundamental la generacidn de informacidn a nivel local sobre la epidemiologia del patégeno, ya que
esto proveerd herramientas para la planificacidn de estrategias de control.

En este capitulo, se abordaran principalmente dos componentes del tridngulo de la enfermedad:

patdgeno y condiciones ambientales.
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Objetivos generales

Caracterizar el ciclo de vida del patdgeno en las condiciones ambientales locales.

Objetivos especificos

1. Detectar el momento de aparicion de los sintomas de mancha marrén del peral y cuantificarlos.
Identificar las condiciones ambientales que permiten el desarrollo de la enfermedad en la zona del
Alto Valle.

2. Realizar un seguimiento de la formacion y desarrollo de las estructuras sexuales del patégeno en
los restos de hojas de peral. Identificar los pardmetros ambientales que influyen en su maduracién.
3. Evaluar la capacidad del hongo de afectar a las malezas y de producir estructuras reproductivas

sobre las mismas.

Materiales y métodos

Condiciones climaticas y desarrollo de la enfermedad

Monitoreos

Durante cuatro temporadas, en el periodo 2018-2022, se realizaron monitoreos en establecimientos

productivos, con el fin de detectar sintomas de mancha marrén.

Se definieron cuatro estaciones de monitoreo, tres de ellas ubicadas en la localidad de General Roca

y una en Ingeniero Huergo (Figura 4.1).

La Estacién 1 y Estacion 2, consistieron en cultivos combinados de las variedades D'Anjou y

Packham's.
La Estacidn 3, presento las variedades Williams, D'Anjou y Abate Fetel.

La Estacion 4, monitoreada en la cuarta temporada (2021/2022), presenté a las variedades

Packham's, D'Anjou, y Abate Fetel.

En las estaciones 1, 2 y 3, los monitoreos de cada temporada se realizaron cada 15 dias, a partir del

15 de septiembre hasta la cosecha, y realizando un ultimo a fines de marzo. La estacién 4 sélo se
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monitored la uUltima temporada. Se registraron los sintomas y se determind la incidencia de la
enfermedad a nivel de hoja y de fruto. Para esta determinacién, se definieron al azar, 10 sitios de

muestreo por estacion, monitoreando 100 hojas y 100 frutos en cada uno.

LI
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Figura 4.1: Ubicacion geografica de las estaciones de monitoreo 1, 2, 3, y 4, y la estacién
agrometeoroldgica.

Condiciones climaticas

En cada temporada se tuvieron en cuenta las condiciones climaticas del periodo comprendido entre
octubre y marzo, analizando las condiciones previas a la deteccidn de los sintomas, considerando las
siguientes variables: precipitaciones (mm), cantidad de dias con precipitaciones, nimero de horas
de hoja mojada, temperatura media del periodo hiumedo, y temperatura media diaria. Se emplearon

los registros climaticos de la estacidon agrometeoroldgica de la EEA Alto Valle de INTA.

Analisis estadistico

Se realizaron graficos descriptivos de las condiciones climaticas de cada temporada. Con los datos
climdticos previos a la deteccidn de los sintomas y con el nivel de dafio registrado, se realizé un

analisis de correlacion entre variables, empleando el software R en su version 4.2.3.
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Seguimiento del desarrollo y maduracion de las estructuras invernantes

El seguimiento del desarrollo de las estructuras invernantes, producidas en hojas, de peral se efectué
durante los afios 2017, 2018 y 2019. Se emplearon dos sitios de muestreo. Estos consistieron en
establecimientos productivos con antecedentes de la enfermedad, la Estacién 1, cuyas coordenadas
son latitud: 39°02'06.1"S, longitud: 67°41'42.2"0 vy la estacion 2, latitud: 39°04'03.5"S, longitud:
67°36'15.0"0 (Figura 4.1).

Se utilizaron hojas del cultivar D'Anjou con sintomas de la enfermedad, retirdndolas de los arboles
frutales de manera aleatoria, a fines de marzo de cada afio, antes de que se realizaran los
tratamientos fungicidas otofiales. Las hojas sintomdticas se colocaron dentro de bolsas malla de
polipropileno de 70 x 30 cm y se dispusieron en el interfilar (Figura 4.2). Cada bolsa con 250 hojas

representd una repeticion, y se usaron tres repeticiones por sitio.

Los muestreos se realizaron cada quince dias aproximadamente, desde la primera semana del mes
de julio y hasta el 30 de diciembre de cada afo. Se realizé una lectura adicional en abril a fin de

evaluar si los pseudotecios permanecian con ascas en su interior o se liberaban en su totalidad.

En cada muestreo, se trasladaron al laboratorio 20 hojas de cada repeticién y se colocaron en
recipientes con agua a una temperatura de unos 95-100 °C por unos diez minutos. Se secaron con
papel absorbente y se observaron bajo lupa, contabilizando el nimero de pseudotecios por lamina
foliar y extrayendo unos 50 pseudotecios por repeticidn. Las estructuras ubicadas con una gota de
agua destilada con 1% de 3cido lactico se aplastaron entre un portaobjeto y un cubreobjetos, y se

observaron con microscopio.

Con el fin de determinar la viabilidad de una temporada a otra, muestras del 2019 se conservaron en
el interfilar hasta el 2020, y tomando muestras mensualmente a partir de abril. Se observaron los
pseudotecios en microscopio segln la metodologia descripta anteriormente, buscando detectar si

las esporas se visualizaban deshidratadas.

Se clasificé la etapa de desarrollo de cada pseudotecio de acuerdo con escalas anteriormente
reportadas para hongos ascomicetes (James & Sutton, 1982; Prados-Ligero et al., 1998; Trapero

Casas & Kaiser, 1992), siendo:

o 0: primordios pseudoteciales;
o 1:ascasy ascosporas diferenciadas;

o  2:ascas con ascosporas diferenciadas y en proceso de maduracion;
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o 3: hasta el 50% de las ascas con ascosporas maduras;
o 4:>50% de las ascas con ascosporas maduras;

o 5: pseudotecio que evidencia la liberacion de ascosporas.

Para cada fecha de muestreo se calculé un indice de madurez (Trapero Casas & Kaiser, 1992), segun

la siguiente ecuacion:

IM=5 ni (st;)/ N,

o IM=indice de madurez del pseudotecio,
o ni= numero de pseudotecios en cada estado (estado i),
o st=estado de desarrollo segun la escala de 0 a 5 descripta,

o N=numero total de pseudotecios observados.

Figura 4.2: Seguimiento del desarrollo de las estructuras invernantes:
bolsa con hojas de la variedad D'Anjou con sintomas de mancha marrén
del peral, dispuesta en el interfilar.

Relacion de las condiciones climaticas y la maduracidn de las estructuras invernantes

A partir de los registros climaticos se obtuvieron las siguientes variables, adaptadas de Prados-Ligero

et al., 1998, a fin de evaluar su posible efecto sobre el IM del pseudotecio:

o TO: numero de horas acumuladas con temperaturas menores a 0 °C.
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o T1: numero de horas acumuladas con temperatura entre 4,5y 10 °C.

o HO: nimero de horas acumuladas con humedad relativa menor a 90 %.

o H1: nimero de horas acumuladas con humedad relativa mayor a 90 %.

o HTO: ndmero de horas acumuladas con temperatura menor a 0°C y humedad relativa mayor
a 90%

o HT1: nimero de horas acumuladas con temperatura entre 4.5y 10 °C y HR mayor a 90%.

o LA: lluvia acumulada (mm).

Se verificd la normalidad y homocedasticidad de los datos y se realizd una regresidn lineal multiple

con las variables climaticas y el IM del pseudotecio utilizando el software R en su versién 4.2.3.

Las malezas como fuente de in6culo

A fin de evaluar la presencia de S. vesicarium en las malezas presentes en el suelo de los lotes, se
realizaron muestreos en la Estacién 2 y la Estacion 3 (Figura 4.1). Las especies evaluadas fueron
Trifolium repens, Taraxacum officinale, Bromus catharticus, Hordeum marinum, Festuca sp., Poa sp.,

y Lolium sp.

Los muestreos se repitieron tres veces: en noviembre del afio 2021, en enero de 2022 y marzo de

2022. En cada uno se tomaron 30 plantas al azar de cada especie por estacién.

Las plantas fueron lavadas bajo agua corriente durante 15 minutos. Luego, se separaron 5 hojas de
cada planta y se trasladaron a la cdmara de flujo laminar, donde se desinfectaron por inmersién en
una solucién de hipoclorito de sodio al 0,5% por 1 minuto, y posteriormente se enjuagaron tres veces

con ADE por 1 minuto.

Una vez secas, se cortaron segmentos de ldmina foliar de aproximadamente 0,5 cm, y se
desinfectaron nuevamente por inmersién en hipoclorito de sodio al 0,5% por 1 minuto, seguido de

tres enjuagues con ADE por 1 minuto. Una vez secos, se sembraron en placas de 9 cm de didmetro

115



con medio Dicloran Cloranfenicol Peptona Agar (DCPA, Anexo 1), un medio selectivo para hongos

hifomicetes dematiaceos (Hocking & Andrews, 1987).

Transcurrido el periodo de incubacion, se procedid a realizar el recuento diferencial de hongos
obtenidos por género. El mismo se llevd a cabo segiin Samson et al. (2000), Pitt y Hocking (2009),
por medio del analisis macroscépico de las colonias en diferentes medios de cultivo y el andlisis
microscopico empleando una lupa binocular estereoscépica Arcano ST 30L/2L y un microscopio

Motic BA210. Se calculd la frecuencia de aislamiento de S. vesicarium por especie.

Con el fin de comprobar si S. vesicarium es capaz de afectar malezas y producir conidios y
pseudotecios en ellas, se realizaron inoculaciones, tanto en plantas vivas como en hojas muertas y
se comparo esta produccidn con la de hojas de perales. Ademas, se re-aislé el patégeno desde los
restos inoculados y se realizaron inoculaciones en hojas de perales, con la finalidad de evaluar si el

patégeno pierde o no capacidad patogénica.

Para la inoculacién se utilizd la cepa SF23 de S. vesicarium, previamente caracterizada a nivel
morfoldgico, molecular y patogénico. Se cultivd en medio AA (Anexo |) en placas de Petri de 9 cm de

didmetro y se incubd por 20 dias a 20 °C y en oscuridad.

Transcurrido el periodo de incubacién, las placas se transportaron a la cdmara de flujo laminar, sus
superficies se frotaron suavemente con un asa luego de afiadir 9 mL ADE y una gota de Tween 20.
La suspension fue filtrada a través de gasa estéril y posteriormente se ajustd a una concentracion de

5 x 10 * conidios mL, utilizando la cdmara de Neubauer.
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Esta prueba se realizé en condiciones de campo, en la Estacion 2, en el mes de noviembre de 2021.
Se emplearon cinco plantas de cada maleza: Trifolium repens, Taraxacum officinale, Bromus

catharticus, Festuca sp, Poa sp, y Lolium sp.

Cada planta fue inoculada con 10 mL de suspensidn conidial utilizando un atomizador manual. Luego
de la inoculacién, las plantas se cubrieron con una bolsa pldstica por 48 horas a fin de mantener

condiciones de hoja mojada y humedad relativa alta (Figura 4.3).

Alos 7, 14, y 28 dias de incubacidn se recolectaron, al azar, muestras de 20 hojas de cada especie.
Se trasladaron al laboratorio, donde se registro si estaban sanas o presentaban necrosis y clorosis.
Se lavaron con agua corriente del grifo durante 15 min, se desinfectaron con hipoclorito de sodio
(1%) durante 1 min, se enjuagaron tres veces por 1 minuto con ADE, y se secaron en la camara de
flujo laminar. En total se cortaron alrededor de 1000 segmentos de hojas, incluido el tejido necrético
cuando estaba presente. Los segmentos se colocaron en placas de Petri de 9 cm de didmetro con
medio PDA (Anexo 1), hasta la identificacion de las colonias de S. vesicarium. El experimento se repitid

una vez. Se determind la frecuencia de re-aislamiento del patégeno.

Figura 4.3: Plantas inoculadas a campo con suspension conidial de S.
vesicarium y cubiertas con bolsa plastica por 48 horas.

Inoculacion de hojas muertas

Se recolectaron hojas sanas de Trifolium repens, Taraxacum officinale, Bromus catharticus, Festuca

sp, Poa sp, Lolium sp, y de las variedades de pera Abate Fetel, D'Anjou, Packham's y Williams.
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Se lavaron con agua corriente del grifo durante 15 min. Una vez secas, se esterilizaron en autoclave
a 120 °C durante 20 min. Posteriormente, en cdmara de flujo laminar, se colocaron individualmente
sobre un portaobjetos sostenido por 2 soportes, dentro de placas de Petri estériles de 9 cm de
didmetro, que contenian doble capa de papel secante himedo. Una vez dispuestas en las placas, la

inoculacion se realizé distribuyendo 0,5 mL de indculo por hoja (Figura 4.4).

Se utilizaron 30 hojas de cada especie y variedad. Como control, se inocularon 5 hojas de cada
especie de maleza y variedad de pera con ADE. Las placas se incubaron por 7 dias a 25 °C y en

oscuridad.

Concluido el periodo de incubacién, 10 hojas de cada especie se lavaron durante 15 min con agua
corriente del grifo, se esterilizaron con hipoclorito de sodio al 1% durante 1 minuto, se enjuagaron
con ADE por 1 minuto, y se secaron con un flujo de aire estéril. Se cortaron cinco segmentos de 0,5
cm de cada hoja, se colocaron en medio AA en placas de Petri de 9 cm, y se incubaron a 25 °C por 7

dias. Se identificaron colonias de S. vesicarium y se determiné su frecuencia de aislamiento.

Un aislamiento monospdrico de S. vesicarium obtenido del re-aislamiento de cada especie de maleza,
fue empleado para determinar su patogenicidad en hojas de la variedad D'Anjou y se compararon
con la cepa original SF23. Para ello, tres hojas jovenes frescas se lavaron con ADE y se colocaron
individualmente en placas de Petri. En su envés se inoculd, mediante aspersién, 3 mL de suspensién
conidial ajustada a 5 x 10 #conidios mL™. Los controles negativos se realizaron rociando el mismo

volumen de ADE. Posteriormente, las hojas se incubaron a 25 °C y en oscuridad en una cdmara

Figura 4.4: Inoculaciéon de hojas muertas de la variedad
Packham’s con suspension conidial de S. vesicarium.
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himeda (Tanahashi et al., 2017) compuesta por la caja de Petri sellada dentro de una bolsa de
polietileno. Las condiciones de humedad se mantuvieron utilizando porciones de algoddn estériles

saturados con ADE.

Después de 48 h de incubacion, se tomaron fotografias de las hojas lesionadas con una camara de
16 megapixeles de resolucién y las imagenes obtenidas se procesaron con el software Image)
(Schneider et al., 2012). Con dicho programa se determind el drea total y el drea necrética de cada
hoja. Este ensayo se llevé a cabo tres veces. Para el analisis de los datos se utilizé el software R en
su versién 4.2.3. Se verificé la bondad de ajuste del modelo, se realizé un ANOVA y test de Tukey de

diferencia de medias.

Las 20 hojas restantes de cada especie fueron incubadas durante 24 dias. Se les determind el area
foliar, mediante fotografia y procesamiento en el software Imagel. Transcurrido este periodo, se
observaron bajo lupay se registré el nimero total de pseudotecios por hoja (Figura 4.5), expresando

los resultados como el nimero pseudotecios por centimetro cuadrado de hoja.

Figura 4.6: Preparacién del material para medicion de
conidios de S. vesicarium desarrollados en hojas de malezas
y perales inoculados.
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Luego, las hojas se sumergieron en tubos de ensayo que contenian 1,5 mL de ADE (1 hoja por tubo),

y se agitaron durante 30 segundos en un voértex, para separar los conidios (Figura 4.6).

La concentracion de esporas se determind utilizando una camara de Neubauer y el resultado se
expreso como el nimero medio de conidios por centimetro cuadrado de hoja. El experimento se

realizd una vez. Esta metodologia fue adaptada de Rossi et al., 2005.

Se analizé la cantidad de conidios y pseudotecios producidos por centimetro cuadrado de hoja y por
especie. Se verificd la bondad de ajuste de los modelos. Se les realizé el andlisis de la varianza y se
compararon las medias mediante el test de Tukey (a=0,05). Se utilizd el software R en su version

4.2.3.

Resultados

Condiciones climaticas y desarrollo de la enfermedad

Durante esta temporada, se monitorearon las Estaciones 1, 2, y 3, cada 15 dias, desde el 1 de

septiembre hasta el 1 de abril.

Los sintomas de mancha marrdn se registraron los primeros dias de noviembre del 2018. En la
Estacion 2, en la variedad D'Anjou se observé una incidencia de 30% en hojas y de 25% en frutos. No

se registraron sintomas en Packham's, ubicada en la misma estacion.

En la estacion 3, se registraron sintomas sobre las variedades D'Anjou y Abate Fetel, afectando un
35% de las hojas y 15% de los frutos. Sobre la variedad Williams, ubicada en esta estacién, no se
desarrollaron sintomas. La incidencia de la enfermedad se fue agravando durante la temporada,

llegando a un 30% de dafio en frutos.

Los datos de la Estacidon 1 no fueron considerados esta temporada, debido a que se realizaron

aplicaciones preventivas con fungicidas.
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Las precipitaciones durante esta temporada fueron muy abundantes. Como fue sefialado por
Rodriguez & Mufioz (2022), la primavera del 2018 presenté una media de 135 mm de precipitacion
y 26 dias con lluvia, cuando las medias caracteristicas para la zona son de 57,3 mm y 12 dias,
calificando a esta primavera como la mas lluviosa de las cinco décadas anteriores. Previo a la
deteccién de sintomas, durante la Ultima quincena de octubre y primera semana de noviembre, se
produjeron varios eventos de precipitacion prolongados, generandose hasta 22 HHM diarias, y

ocurriendo periodos de entre tres y cuatro dias seguidos con mas de 10 HHM diarios (Figura 4.7).
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Figura 4.5: Condiciones climéaticas de la temporada 2018/2019, niumero de horas de hoja
mojada diarios (HHM), Temperatura media del periodo humedo (Tmph, °C), Precipitacion
diaria (mm), Temperatura media diaria (Tmd, °C) y momento de deteccién de sintomas.

Temporada 2019-2020

Durante esta temporada, se monitorearon las Estaciones 1, 2, y 3, cada 15 dias, desde el 1 de

septiembre hasta el 1 de abril.

En las tres estaciones de monitoreo, los sintomas fueron registrados en postcosecha, a fines del mes
de marzo del 2020, sobre las hojas de las variedades D'Anjou (Estacion 1, 2 y 3), y de Abate Fetel
(Estacién 3), con una incidencia media del 10%. De los frutos remanentes, cerca del 1% presentd

sintomas de la enfermedad. No se registraron sintomas en Williams ni Packham's.

Durante el periodo primaveral del afio 2019, la frecuencia y abundancia de precipitaciones fueron

menores a la media, acumuldandose 21,4 mm de lluvia.
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Durante el verano, las temperaturas fueron medias y precipitaciones fueron escasas, menores a la

media de 55,7 mm. Durante toda la temporada, las HHM no superaron el valor de 13 horas diarias

(Figura 4.8).
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Figura 4.6: Condiciones climaticas de la temporada 2019/2020, numero de horas de hoja
mojada diarios (HHM), Temperatura media del periodo hiumedo (Tmph, °C), Precipitacién
diaria (mm), Temperatura media diaria (Tmd, °C) y momento de deteccién de sintomas.

Temporada 2020-2021

Durante esta temporada, se monitorearon las Estaciones 1, 2, y 3, cada 15 dias, desde el 1 de

septiembre hasta el 1 de abril.

En las Estaciones 2 y 3, se registraron sintomas en hojas y frutos a mediados enero, afectando
Unicamente a las variedades D'Anjou y de Abate Fetel. Las variedades Packham's y Williams,
presentes en dichas estaciones, no presentaron sintomas. En promedio las variedades afectadas

tuvieron una incidencia del 3% a nivel de fruto y del 10% a nivel de hoja.

Los datos de incidencia de la Estacién 1 no fueron considerados por haber recibido tratamientos

fungicidas.

Durante esta temporada, tanto la primavera como el verano registraron precipitaciones menores a
la media histdrica, acumulandose de 33,4 mm en primavera y 27,6 mm en verano. Previo a la

deteccién de sintomas, a fines del mes de diciembre se produjo un evento de precipitacion, en el
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cual, en dos dias se acumularon 8,6 mm de lluvia, las HHM fueron 14 horas y la temperatura media

fue de 18,5 °C (Figura 4.9).

Temporada 2020/2021
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Figura 4.7: Condiciones climaticas de la temporada 2020/2021, nimero de horas de hoja
mojada diarios (HHM), Temperatura media del periodo humedo (Tmph, °C), Precipitacion
diaria (mm), Temperatura media diaria (Tmd, °C) y momento de deteccién de sintomas.

Temporada 2021-2022

Durante esta temporada, se monitorearon las Estaciones 2, y 3, ubicadas en General Roca, cada 15

dias, desde el 1 de septiembre hasta el 1 de marzo.

En noviembre se detectaron sintomas de la enfermedad, en ambas estaciones, registrando un 5% de
incidencia a nivel de hoja en las variedades D'Anjou y Abate Fetel, y 0% a nivel de frutos de dichas

variedades. En Packham's y Williams no se registraron sintomas en ninguna estacion.

A mediados de febrero, se detectd un incremento de la incidencia, alcanzando un 15% en hojas y
12% en frutos de las variedades D'Anjou y de Abate Fetel, mientras que no se registraron sintomas

en hojas ni frutos de Williams y Packham's.

En la Estacion 4, el monitoreo efectuado por Unica vez el 16 de febrero de 2023, momento en que se
registraron sintomas sobre hojas y frutos de D'Anjou, Abate Fetel, y también sobre Packham's. A
nivel de fruto, D'Anjou presentd una incidencia de 34,6 % y a nivel de hoja del 33,2%. Abate Fetel,
unaincidencia del 21% en frutos y del 19,6 % en hojas. Packham's, presentd una incidencia en frutos

del 26% y en hojas del 0,6%.
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En esta temporada, durante la primavera se acumularon 46,2 mm de precipitacidn, mientras que
durante los meses de verano se acumularon 39,6 mm. Del 17 al 21 de enero se acumularon 24,8 mm
de lluvia, originandose periodos de hoja mojada que variaron entre 12 y 22 horas de duracién y con

temperatura media de entre 11y 17 °C.

Temporada 2021/2022

Sintomas Sintomas

= Precipitacion(mm) e==Tmph ( 2C) Tmd (2C) s HHM

Figura 4.8: Condiciones climaticas de la temporada 2020/2021, nimero de horas de hoja
mojada diarios (HHM), Temperatura media del periodo himedo (Tmph, °C), Precipitacién
diaria (mm), Temperatura media diaria (Tmd, °C) y momento de deteccién de sintomas.

Analisis descriptivo de las cuatro temporadas

Considerando Unicamente las condiciones climaticas de los 20 dias previos a la deteccién de los
sintomas, para las cuatro temporadas analizadas, se establecio la correlacién entre: la incidencia
(valores medios de incidencia, en hojas y frutos), cantidad de lluvia (mm), temperatura media diaria
(Tmd), temperatura media promedio del periodo himedo (Tmph), el nimero de dias con
precipitacién, y el nUmero de dias con registro mayor a 10 horas de hoja mojada diarios (N2 dias 10

HHM).

En la Figura 4.11 se puede apreciar que tanto la incidencia en hojas como la incidencia en frutos se
correlacionaron de manera directa con todas las variables. La correlacidon de las variables de
incidencia fue mas intensa con las variables que involucran a la precipitaciéon (mm registrados y dias

con lluvia) y a las horas de hoja mojada.
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Figura 4.9: Analisis de correlacién entre la incidencia de mancha marrdn del peral
en hojas y frutos para el periodo 2017-2022 y las variables climaticas asociadas.

Desarrollo y maduracién de las estructuras invernantes

En la temporada 2017, en las estaciones evaluadas, el 51 % de las hojas sintomaticas desarrollé
estructuras sexuales y la densidad media fue de 24 pseudotecios por hoja. En la temporada
siguiente, el 64,2 % de las hojas sintomaticas desarrollé pseudotecios, con una densidad media de
33 por hoja y, en el 2019, el 89% de las hojas afectadas formaron las estructuras invernantes, y el

promedio por hoja fue de 81 pseudotecios (Tabla 4.1).

Tabla 4.1: Abundancia de pseudotecios en hojas por temporada.

Temporada Hojas con pseudotecios (%) Pseudotecios por hoja

(media + D.E)

2017/2018 51 23,74 £ 35,48
2018/2019 64,20 31,00 + 33,39
2019/2020 89 81,25 +94,95
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Con respecto a la evolucion de los pseudotecios durante el afio, se observd una maduracién

escalonada en las tres temporadas analizadas (Figura 4.12).

En las temporadas 2017/2018 y 2019/2020 se observé que, en las primeras fechas de muestreo
(realizadas en julio), mas del 65 % de las estructuras habian superado el estado de primordios
pseudoteciales (0), detectando hasta un 25% de las estructuras con mas del 50% de sus ascas

maduras (IM=3).

En la temporada 2018/2019 el desarrollo fue mas tardio, encontrandose en estado de primordio
(IM=0) durante julio y agosto inclusive. Sin embargo, a partir de septiembre el IM aumenté

rapidamente.

En la temporada 2017/2018 se registraron 233 horas con temperaturas menores a 0 °C durante los
tres meses de incubacién hasta la primera fecha de muestreo, mientras que en la temporada
2018/2019 se registraron 328 y en la 2019/2020 el registro fue de 258 horas con temperaturas

menores a 0 °C.

Para las tres temporadas analizadas, en el mes de octubre se presentaron porcentajes elevados de
estructuras con gran cantidad de ascosporas maduras. El registro de pseudotecios que evidenciaron
liberacion de ascosporas (IM=5) se produjo luego de 6 a 7 meses desde la disposicién de las hojas en
el campo, en coincidencia con el registro de lluvias (en septiembre para los afios 2017 y 2018, y

octubre para el afio 2019).

Este registro no implicd, en ninguno de los afios analizados, la observacién de pseudotecios
totalmente vacios. Para las tres temporadas se observé que a fines de temporada permanecié un

gran porcentaje de pseudotecios con sus ascas conteniendo ascosporas maduras.

Respecto a las hojas que permanecieron durante 2 temporadas en el interfilar, en el mes de Julio el
80 % de pseudotecios se observd con ascosporas maduras y visualmente turgentes, mientras que el
20 % restante se observé deshidratado. En el muestreo de agosto, mas del 50% de los pseudotecios

exhibio deshidratacién, por lo que dejaron de monitorearse.
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Figura 4.10: Estadios de madurez de los pseudotecios (proporciones) segin mes y afio.

Relacion de las condiciones climaticas y la maduraciéon de las estructuras invernantes

El analisis de regresion multiple indicé que las variables TO (acumulacion de horas con temperaturas
menores a 0°C), T1 (horas acumuladas con temperaturas entre 4,5 y 10 °C), LA (lluvia acumulada),
HT1 (horas acumuladas con temperaturas entre 4,5y 10 °Cy humedad relativa mayor al 90 %), fueron
significativas, mientras que las variables HO (numero de horas acumuladas con humedad relativa
menor a 90%), H1 (horas acumuladas con humedad relativa mayor al 90 %), y HTO (horas acumuladas
con temperatura menor 0 °Cy humedad relativa mayor al 90 %), no tuvieron un aporte significativo,

y por lo tanto no fueron incluidas en el mismo.

Se verificé la normalidad y homocedasticidad de los datos, y el modelo obtenido explicé un 94 % de

la variabilidad del indice de madurez del pseudotecio. Las variables mas contributivas fueron T1
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(acumulacién de horas con temperaturas entre 4.5 y 10 °C), explicando el 73.4 % de la variabilidad
del IM, mientras que HT1 (la acumulacién de horas con temperaturas entre 4.5 y 10 °C y humedad

relativa mayor al 90%) explicé el 23.9 %.

IM=-2.05 + 0,005. T1 + 0,004. LA + 0,012. HT1 - 0,008. TO

La ecuacion de regresidn obtenida indica que las variables T1, LA, y HT1 producen un incremento en
el indice de madurez, mientras que la variable TO no realiza un aporte directo a la madurez del

pseudotecio.

Estudio de las malezas como fuente de indculo

Monitoreo de malezas

Los aislamientos realizados en las tres fechas de muestreo arrojaron los siguientes resultados: solo
una de las siete malezas monitoreadas dio origen a colonias de S. vesicarium. Esta fue Trifolium
repens, la cual dio origen a 2 aislamientos durante los monitoreos de noviembre y enero (Tabla 4.2).
Estos se obtuvieron de Estacion 2, mientras que de la Estacidn 1 no se obtuvieron colonias de S.
vesicarium desde ninguna maleza. Los aislamientos positivos provienen desde tejido necrético, el

cual se observé extendido entre las nervaduras hasta el borde de la hoja (Figura 4.13).

Tabla 4.2: Frecuencias de aislamiento de S. vesicarium en el muestreo de malezas a campo

Momento Frecuencia de aislamiento de S. vesicarium por especie de maleza
de
muestreo gy Festuca Hordeum Lolium Poasp. Taraxacum Trifolium
catharticu  sp. marinum  sp. officinale repens
s
Noviembre 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 1/30
Enero 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 1/30
Marzo 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30 0/30
Frecuencias 0/90 0/90 0/90 0/90 0/90 0/90 2/90
totales
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Figura 4.11: Mancha necrética en Trifolium repens

Inoculacidn de hojas vivas

De las seis malezas inoculadas a campo, solo desde Trifolium repens, Festuca arundindcea,

Taraxacum officinale y Poa sp., se logré re-aislar al patégeno.

De los 1000 segmentos sembrados, solo se obtuvieron 6 cepas de S. vesicarium, todas ellas desde
tejido necrético. Las necrosis aparecieron inicialmente como pequefias areas amarillentas
distribuidas irregularmente en las hojas. No se aislaron colonias de S. vesicarium desde hojas verdes

asintomaticas.

Colonias de Alternaria sp. se obtuvieron del 5% de los segmentos asintomaticos y del 11% de los
segmentos amarillentos y necrosados, mientras que Cladosporium sp. se aislé desde el 5% de los

segmentos amarillentos y necrdticos.

Inoculacion de hojas muertas

La cepa SF23 colonizé todas las hojas de malezas y pera inoculadas, obteniendo un 100% de re-

aislamiento de S. vesicarium, excepto en los controles sin inéculo.
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Se produjeron conidios de S. vesicarium y pseudotecios de P. herbarum en todas las hojas muertas
inoculadas, observandose diferencias en la cantidad de esporas producidas entre las especies
analizadas. En la visualizacion con lupa, la produccién de estructuras sexuales y asexuales se mostré

muy abundante en las malezas.

La lectura de las suspensiones obtenidas de las hojas inoculadas indicé que sobre Trifolium repens se
produjeron, en promedio, unos 12.000 conidios/cm?; sobre Lolium sp. y Bromus catharticus, un
promedio mayor a 6000 conidios/cm?; sobre Taraxacum se formaron unos 4950 conidios/cm?; y
sobre Festuca arundindcea, unos 2830 conidios/cm?. La produccién media en hojas de perales fue

mayor a 200 en el caso de D'Anjou y Abate Fetel, de 32 para Packham's y 17 para Williams.

Para el analisis de los datos se seleccioné un modelo lineal generalizado con distribucién binomial
negativa, logrando un ajuste adecuado (prueba de Ajuste de Pearson p = 0,52). El test de ANOVA
indicé que el factor “especie” tiene un aporte significativo al modelo. El test de Tukey indicé que
existieron diferencias en la produccién media de conidios de las especies consideradas, siendo las
malezas Trifolium repens, Lolium sp, Bromus catharticus, Taraxacum officinale y Festuca sp., las que
mayor produccién media presentaron, sin diferencias significativas entre si (grupo c, Tabla 4.3). La
produccidn de conidios sobre las hojas de pera fue significativamente menor que la de las malezas.
Considerando a las variedades de pera, la cantidad de conidios fue mayor en las variedades D'Anjou

y Abate Fetel (grupo b) que en las variedades Packham's y Williams (grupo a).

Tabla 4.3: Conidios desarrollados en las hojas de malezas y de perales. Medias seguidas de la
misma letra no son significativamente diferentes entre si segln el test de Tukey.

Malezas y Conidios/cm? Min. Max. Grupo
variedades de (media £ DE)
pera
T. repens 12088,43 + 2611,06 9090,91 13867,92 c
Lolium sp 6623,54 + 1608,90 5000,00 8217,39 c
B. catharticus 6418,29 + 1963,81 4651,90 8532,93 c
T. officinale 4950,56 * 1500,97 3509,62 6505,10 c
F. arundinacea 2830,38 +£1287,67 92000,00 4313,73 c
D'Anjou 236,96 * 84,26 172,41 332,28 b
Abate Fetel 219,57 46,73 175,85 268,82 b
Packham’s 32,37 £ 28,05 0 49,34 a
Williams 17,48 + 30,28 0 52,45 a
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En cuanto a la produccién de pseudotecios, se desarrollaron en todas las hojas muertas inoculadas,
observandose diferencias de densidad sobre las distintas especies. Todas las malezas tuvieron una

produccidon mayor que las hojas de peral.

Bromus catharticus fue la que mayor densidad media presentd en su lamina foliar, de 109
pseudotecios/cm?. Trifolium repens, Lolium sp y Taraxacum officinale presentaron una media mayor
a 50 pseudotecios/cm?, Festuca arundindcea una media de 38. Entre las variedades de peral

analizadas, D'Anjou y Abate Fetel presentaron medias mayores que D'Anjou y Abate Fetel.

Para el analisis de los datos se seleccioné un modelo lineal generalizado con distribucién binomial
negativa, logrando un ajuste adecuado (prueba de Ajuste de Pearson p=0,21). La prueba de ANOVA
indicé que el factor especie tiene un aporte significativo al modelo (p = 2.2e7%). El test de Tukey
indicé diferencias de produccion de pseudotecios entre los especimenes considerados, siendo
Bromus catharticus (grupo e) y Trifolium repens (grupo de) las especies que mayor produccidon media

presentaron (Tabla 4.4).

La produccién de estructuras sexuales sobre las hojas de peral fue significativamente menor que la
de las malezas. En cuando a las hojas de las distintas variedades de peral, fue mayor en D'Anjou y

Abate Fetel (b) que en Packham'sy Williams (a).

Tabla 4.4: Pseudotecios desarrollados en hojas de malezas y de perales. Medias seguidas de
la misma letra no son significativamente diferentes entre si segun el test de Tukey.

Especie Pseudotecios/cm? Min. Max. Grupo

(media £ D.E.)

Bromus catharticus 109,49 + 2,87 107,06 112,66 e
Trifolium repens 76,38 £ 24,04 57,14 103,33 de
Lolium sp 67,19 £ 8,81 59,40 76,75 d
Taraxacum officinale 54,78 £ 5,94 49,54 61,23 cd
Festuca arundinacea 38,49 £ 12,25 24,47 47,10 (o
D'Anjou 15,93 £5,94 10,31 22,15 b
Abate Fetel 13,9+2,49 12,02 16,73 b
Packham’s 1,18+ 0,64 0,71 1,91 a
Williams 1,17 +0,50 0,7 1,69 a
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Para comprobar si el patdégeno pudiera perder capacidad patogénica al afectar las malezas, se
realizaron los re-aislamientos desde las malezas muertas que habian sido previamente inoculadas
con la cepa SF23, y con sus respectivos cultivos monospéricos se generd el indculo para realizar la

comparacion de patogenicidad con el aislamiento SF23 original sobre hojas de peral D'Anjou.

Todos los re-aislamientos desarrollaron sintomas sobre las hojas de D'Anjou.

El modelo lineal generalizado con distribucion binomial para la proporciéon de tejido necrosado

presentd un ajuste correcto, pasando el test de ajuste de Pearson (p = 0.988).

La prueba ANOVA indicé que existen diferencias entre los origenes de los aislamientos (p = 0,0008)
y el test de Tukey (a = 0,05), indic6 que los aislamientos provenientes de Bromus catharticus, Poa
sp., y Festuca arundindcea no presentaron diferencias significativas de patogenicidad sobre las hojas

del cultivar D'Anjou respecto a la cepa SF23 original.

En cambio, las cepas re-aisladas desde Trifolium repens, Lolium sp., y Taraxacum officinale,

evidenciaron cierta reduccion de patogenicidad (Tabla 4.5).

Tabla 4.5: Patogenicidad sobre hojas de peral del aislamiento SF23 de S. vesicarium y de las
cepas re-aisladas desde malezas. Medias seguidas de la misma letra no son significativamente
diferentes entre si seglin el test de Tukey.

Aislamiento Manchas/cm? Area foliar afectada Grupo
(media £ D.E.) (%)
(media £ D.E.)
SF23 1,91 +0,50 45,06 £ 21,39 a

S.v. Bromus catharticus 1,43 +0,20 29,84 + 8,09 ab
S.v. Festuca arundinacea 1,64 + 0,47 29,03 +17,74 ab
S.v. Poa sp. 1,38+ 0,29 28,38 +7,74 ab
S.v. Taraxacum officinale 1,42 +0,43 21,93 £ 24,79 b
S.v. Trifolium repens 1,21+0,18 21,09 £ 2,97 b
S.v. Lolium sp. 1,35+0,38 20,71 £ 5,45 b
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Discusion

Las condiciones climaticas de las temporadas analizadas fueron muy variables, asi como también lo
fueron los valores de incidencia de sintomas de mancha marrén del peral registrados en hojas y
frutos. Las temporadas con mayor nivel de incidencia fueron las 2018/2019 y 2021/2022. La primera,
presentdé una primavera muy lluviosa, con valores atipicos para la regién, lo que permiti6 el
desarrollo de la enfermedad ocasionando dafios importantes en las variedades D'Anjou y Abate
Fetel. La temporada 2021/2022 presentd un verano con frecuentes y abundantes precipitaciones,
superando también los valores caracteristicos de la regidn. Luego de estos eventos se registraron
sintomas en D'Anjou, Abate Fetel, y Packham's. En dicha temporada, una de las estaciones de
monitoreo presentd incidencias mas altas que las demas. Segun Llorente et al., (2010), la cantidad
de indculo presente en el monte frutal puede afectar a los niveles de mancha marrén, por lo que las
medidas culturales como la limpieza de restos vegetales son muy recomendadas. Ademas, seglin un
estudio realizado para Venturia inaequalis se reportd una correlacion positiva significativa entre la
concentracidn aérea de ascosporas y la incidencia de enfermedad (Aylor & Kiyomoto, 1993). De
acuerdo con lo establecido por dichos trabajos, las diferencias observadas entre estaciones podrian

deberse a distintos niveles de indculo.

Las variables que segun este estudio mostraron tener mayor influencia sobre el valor de incidencia
registrado en la zona, son la cantidad de precipitaciones y el nimero de horas de hoja mojada. Esto
coincide con los hallazgos de Llorente & Montesinos (2002), donde mediante ensayos de inoculaciéon
en condiciones ambientales controladas, confirmaron que las esporas de S. vesicarium requieren la

presencia de una pelicula de agua en la superficie de la planta para desarrollar infecciones.

Segln un estudio in vitro, los pseudotecios del patégeno solo se desarrollan en condiciones de alta
humedad relativa, la temperatura éptima de desarrollo se encuentra entre 10 y 15 °C, la tasa de
maduracién disminuye a 5 °C, y no maduran a temperaturas superiores a 25 °C (Llorente &
Montesinos, 2004). En este trabajo, la evolucion de las estructuras invernantes dependié de las
condiciones climdticas de la temporada, presentando un desarrollo similar para los afios 2017 y 2019,
mientras que el 2018 el proceso de madurez fue mas tardio pero acelerado. El andlisis realizado
indicd que la evolucion de los pseudotecios se vio favorecida por la acumulacién de temperaturas
frescas (4,5-10 °C), la combinaciéon de temperaturas frescas con humedad relativa elevada y la
acumulacion de precipitaciones, mientras que las temperaturas bajo 0 °C no favorecieron a la
madurez de estos. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Llorente & Montesinos (2004)
y por Prados-Ligero et al. (1998), en este ultimo caso con pseudotecios en restos vegetales de cebolla,
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en el cual, las variables significativas para la regresion multiple fueron lluvia acumulada y las
temperaturas frescas combinadas con humedad relativa elevada. En una de las temporadas bajo
estudio, la 2018, la madurez del pseudotecio tardé mucho mas en iniciar que en las demas. Esto se
podria atribuir a la mayor acumulacién de horas con temperaturas bajo 0°C registradas durante el

invierno ese ano.

Los pseudotecios presentes en las hojas del suelo del interfilar constituyen una fuente de inéculo
que puede afectar a los perales desde mediados de primavera hasta postcosecha. El hecho de que
los pseudotecios permanezcan con gran cantidad de ascosporas en su interior podria deberse a las
precipitaciones escasas del drea de estudio, si se compara con el régimen de precipitaciones de las
zonas europeas que presentan la enfermedad. La viabilidad de los pseudotecios en restos de peral
de una temporada otra no habia sido estudiado anteriormente, y aunque los resultados obtenidos
indicaron que no parece constituir una fuente de inéculo considerable, resulta de gran importancia

para el manejo de la enfermedad.

Para todas las temporadas analizadas el registro de las primeras infecciones ocurrié a partir de
noviembre, momento en el cual se registré que ascosporas maduras y disponibles para liberarse, y
las temperaturas medias diarias rondaron los 18 °C. Aunque antes de este momento ocurrieron
lluvias, posiblemente no se generaron infecciones debido a que las temperaturas fueron menores a
las requeridas. Ademas, en todos los casos del periodo estudiado, las infecciones se detectaron luego
de que ocurrieran periodos de lluvia que originaron mds de 10 horas de hoja mojada. Estos hallazgos
complementan a los obtenidos en el capitulo 3, donde mediante ensayos de germinacién in vitro se
obtuvo que a una temperatura de 15 °C la germinacién requiere de al menos 8 horas en condiciones

de humedad elevada.

La produccion de conidios y pseudotecios sobre las hojas de malezas fue mucho mayor que sobre las
de perales, coincidiendo con los resultados obtenidos por Rossi et al. (2005) en Italia. En dicho
trabajo, la especie que mayor densidad de pseudotecios presentd fue Setaria glaura (no incluida en
este estudio), seguida por L. perenne, P. pratensis, T. repens, F. rubra, F. ovina y peral Abate Fetel. Si
bien las especies incluidas en este estudio no coinciden completamente con las de Rossi et al. (2005),
en ambos ocurrié que Lolium sp. y T. repens presentaron altos valores de pseudotecios/cm? y la
variedad Abate Fetel presentd mayor densidad de estructuras que Williams. En el presente estudio,
la variedad Abate Fetel se diferencié significativamente de las malezas, presentando una densidad

mucho menor, lo cual no ocurrid en el estudio italiano.

134



En cuanto a los conidios, las malezas presentaron una produccion similar, no existiendo diferencias
estadisticas entre ellas, pero si se diferenciaron de las hojas de peral, presentando una mayor
densidad. A su vez, entre las variedades de pera, Abate Fetel y D'Anjou tuvieron una produccién
media significativamente mayor a la presentada por Williams y Packham's. En contraste con estos
resultados, en el estudio de Rossi et al. 2005 se presentaron diferencias entre las malezas, siendo
Festuca la que presentd la mayor produccidn, seguida por Lolium perenne y Poa pratensis, ademas,

las variedades de pera no se diferenciaron entre si.

La inoculacién de hojas de pera con los re-aislados de malezas, demostré que el patégeno no perdid
la capacidad de afectar perales luego de afectar malezas, coincidiendo con los resultados obtenidos

por Rossi et al. (2005).

Muy pocas colonias de S. vesicarium se volvieron a aislar de hojas de malezas vivas, inoculadas a
campo. Si bien las especies Stemphylium poseen la capacidad de crecer de manera enddfita en hojas
vivas de numerosas especies (Larran et al., 2000; Sultanova et al., 2002; Rossi et al., 2005), los
resultados obtenidos indican que las malezas empleadas en este trabajo no soportan el crecimiento
endofito del hongo, al menos bajo las condiciones del ensayo y dentro del periodo de incubacién

considerado. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Rossi et al. (2005).

El monitoreo de malezas a campo indicé que el patégeno no se encuentra sobre hojas de malezas
vivas sanas en alta proporcién. En los muestreos, las malezas se encontraron, en su mayoria, libres
de manchas, y sélo lograron obtenerse aislamientos de S. vesicarium desde la especie Trifolium

repens.
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Conclusiones parciales

El presente capitulo presenta el primer estudio epidemioldgico de la mancha marrén del peral en

Argentina y América.

Cuando el patogeno esta presente en el monte frutal con variedades susceptibles y las condiciones
ambientales son favorables (lluvias, nUmero elevado de horas de hoja mojada, y temperaturas

medias a calidas), se producen las infecciones.

Las variaciones climaticas que experimenta la zona del Alto Valle, sobre todo la ocurrencia de eventos
extremos de precipitacion, podrian permitir que esta enfermedad se convierta en un problema

sanitario importante para la produccion de peras de la regién.

Las condiciones climaticas de la region permiten un adecuado desarrollo y maduracién de las
estructuras sexuales del patégeno. Los pseudotecios se desarrollan durante el invierno, en los restos
vegetales que permanecen en el suelo. Las temperaturas bajas y humedad elevada favorecen su

evolucidn. La diferenciacién de las ascosporas ocurre entre los meses de julio y agosto.

En el periodo comprendido entre octubre y noviembre, existe una cantidad considerable de
ascosporas maduras y disponibles para liberarse cuando ocurran las lluvias, ademas en este
momento las temperaturas medias diarias rondan los 18 °C, las cuales son predisponentes para la
infeccidn. En dicha época, los frutos presentan un tamafio pequeno, correspondiente al estadio de
elongacioén celular, que, segun la bibliografia, es un momento en el cual el fruto es muy sensible a la

enfermedad. Las ascosporas se encuentran disponibles hasta la época de cosecha y postcosecha.

Los restos de malezas pueden constituir también una fuente potencial de inéculo, tanto sexual como

asexual.

Esta investigacién permitido obtener informacidn local sobre el ciclo de vida del patégeno y las

potenciales fuentes de indculo para la regidn del Alto Valle de Rio Negro, Argentina.
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Capitulo 5 : Caracterizacion bioldgica: Agresividad de
los aislamientos, fitotoxicidad y zoo toxicidad de los
extractos fungicos
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Introduccion

El conocimiento de las causas y mecanismos por los cuales los patégenos son capaces de ocasionar
dafio a sus hospedantes es un tema de suma importancia en la fitopatologia y es también
fundamental en el contexto de la produccién vegetal. La mayoria de los estudios sobre los aspectos
cuantitativos de la interaccion patdgeno - hospedante hacen referencia a la agresividad de los
organismos patogénicos. Esta agresividad es entendida como la variacidon cuantitativa de su
patogenicidad sobre hospedantes susceptibles (Pariaud et al., 2009), y puede ser estimada por la
cantidad de enfermedad que origina un aislamiento virulento sobre un hospedante susceptible (Van
der Plank, 1968). La agresividad es un factor determinante de la capacidad potencial que posee el
patégeno de causar pérdidas de rendimiento.

Los hongos correspondientes a diferentes grupos ecofiosioldgicos como fitopatdgenos y saprétrofos,
sintetizan una variedad de metabolitos secundarios, que abarcan desde pigmentos, otros con
caracteristicas beneficiosas (Debbab et al., 2012), hasta sustancias téxicas: antibiéticos, fitotoxinas o
micotoxinas (Moss, 1996). El género Stemphylium produce compuestos antibidticos,
anticancerigenos (Debbab et al., 2012), fitotdxicos en distintas especies vegetales (Barash et al.,
1975; Barash, 1982), y algunos compuestos con baja toxicidad en pequefios mamiferos (Stricker et
al., 2021). La agresividad de las cepas de S. vesicarium puede ser explicada por la produccién de
toxinas especificas del huésped (Toxinas SV | y Il) (Singh et al., 1999, 2000), las cuales ocasionan
necrosis venosa en las hojas de cultivares de pera susceptibles (Singh et al., 1999). Este tipo de
toxinas son compuestos de bajo peso molecular, con diversas estructuras producidas por los
patdgenos, que determinan su virulencia o patogenicidad (Walton, 1996). Particularmente, las
toxinas SV son responsables de la necrosis venosa con el sintoma especifico "V” producida por S.
vesicarium en hojas de perales, y la gravedad de la necrosis puede estar relacionada con la
concentracién de toxinas y la susceptibilidad varietal (Kohl et al., 2009; Singh et al., 1999). Singh et
al. (2000) informaron que estas toxinas ejercen su accién sobre la membrana plasmatica generando
una disfuncién celular, y su produccién fue demostrada para aislamientos europeos (Italia) y
japoneses (Singh et al., 1999; Tanahashi et al., 2017).

Las micotoxinas en general pueden causar diversos problemas en el ser humano y los animales
(Kendrick, 1992), algunas pueden, incluso, ser trasladadas a lo largo de la cadena de produccion, y
finalmente quedar asociadas a alimentos con los que nunca estuvieron en contacto con hongos
contaminantes (Moss, 1996). Los efectos de algunas micotoxinas presentes en los alimentos se
manifiestan rdpidamente tras el consumo de los productos contaminados, mientras que otras se

relacionan con efectos a largo plazo. Entre los principales géneros de hongos reconocidos de
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produccion de micotoxinas estan: Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Alternaria. De los varios
cientos de micotoxinas identificadas hasta ahora, unas doce han llamado mas la atencién debido a
sus efectos graves en el ser humano y su frecuencia en los alimentos (OMS, 2018). Entre ellas se
encuentra la patulina, la cual es producida por distintos mohos, especialmente Aspergillus y
Penicillium. Sin embargo, existe un reporte de produccidn de patulina en pera por S. vesicarium
(Laidou et al., 2001). Las principales fuentes dietéticas humanas de patulina son los jugos de frutas.
Segun el Codex alimentario, el limite admitido para la patulina en el zumo de manzana es de 50 pg/I
(OMS, 2018).

Si bien se sabe que Stemphylium produce diversos metabolitos secundarios, los estudios disponibles
en la bibliografia en general son limitados (Vera Bahima, 2020). No esta registrado que las toxinas
SV o los metabolitos producidos por S. vesicarium tengan algin efecto adverso a la salud humana,
sin embargo, el género se clasificé por muchos afios en Canada como un agente de posible riesgo
(nivel 2). En el afio 2018, la Agencia de Salud Publica de dicho pais (PHAC), lo recategorizé como un
agente de riesgo bdsico (nivel 1), es decir, que representa poco o ningln riesgo para los seres
humanos o los animales (Stricker et al.,, 2021). Algunos estudios sefialan a las esporas de
Stemphylium como responsables de alergias y alteraciones respiratorias en caballos (Al-Doory &
Ramsey, 1987), e infeccidn de la piel en gatos (Lloret et al., 2013).

Artemia salina es un crustaceo sensible a un amplio rango de compuestos con actividad biolégica y
de muy diversas estructuras quimicas (Meyer et al.,, 1982). El bioensayo con dichas larvas se
considera una herramienta util para estudios preliminares de sustancias con actividad bioldgica,
entre ellas micotoxinas y extractos fungicos (Gonzalez et al., 2005). Se utiliza hace muchos afios,
catalogandose como un sistema de deteccién adecuado para probar la toxicidad de los hongos
(Harwig & Scott, 1971). Fue propuesto por Michael et al. (1956) y por Vanhaecke et al. (1981) para
pruebas de toxicidad, y también para la determinacion de la concentracion letal 50 o del porcentaje
de mortalidad que produce una sustancia (Wijnands & van Leusden, 2000). El sistema cuenta con las
ventajas de que los huevos tienen amplia disponibilidad comercial y la metodologia es rapida y

sencilla.

Objetivos generales

Caracterizar la agresividad de los aislamientos, la fitotoxicidad de los extractos crudos sobre hojas y

evaluar la posible zootoxicidad de los extractos.
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Objetivos especificos

1. Determinar la agresividad de aislamientos de S. vesicarium del Alto Valle de Rio Negro sobre hojas
de las principales variedades cultivadas en la zona del Alto Valle (Williams, Packham's, D'Anjou y
Abate Fetel).

2. Evaluar la fitotoxicidad de los extractos crudos en relacién con la produccién potencial de toxinas
SV mediante un bioensayo en hojas de perales Williams, Packham's, D'Anjou y Abate Fetel.

3. Evaluar la zootoxicidad potencial de los extractos de los aislamientos mediante el bioensayo con

Artemia salina.

Materiales y Métodos
Bioensayos en hojas

Material vegetal

Se utilizaron hojas de los cultivares de pera D'Anjou, Packham's, y Abate Fetel como plantas
hospederasy de los cultivares Red Delicious y Cripp's Pink de manzana como plantas no hospedantes.
Las hojas, jévenes y sanas, fueron obtenidas desde arboles frutales en buen estado nutricional y
sanitario, ubicados en un cuadro perteneciente a la Estacion Experimental agropecuaria (EEA) Alto
Valle de INTA. Se trasladaron al laboratorio de Fitopatologia de la misma instituciéon, donde se
desinfectaron por inmersién durante un minuto en una solucién de hipoclorito de sodio al 1 % y se
enjuagaron tres veces con ADE. Una vez secas, se trasladaron a la cdmara de flujo laminar, para su

posterior inoculacion (Figura 5.1).

Figura 5.1: Hojas de peral dispuestas en camara de flujo laminar, para su
secado y posterior inoculacién.
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Produccion de indculo

Se emplearon los 21 aislamientos de S. vesicarium caracterizados previamente a nivel morfolégico y
molecular. Se cultivaron en medio de AA (Anexo 1) en placas de Petri de 9 cm de diametro y se
incubaron durante tres semanas a 25 °C y fotoperiodo de 16 h bajo luz azul-negra hasta la
esporulaciéon completa. La superficie de las colonias se inundd con 9 mL de ADE y los conidios se
recolectaron frotando suavemente la superficie con un pincel. Las suspensiones se filtraron a través
de una capa de gasa para eliminar los restos de micelio. La concentracién de conidios se ajusté a

5x10° conidios mL ! con ADE, usando una cdmara de Neubauer (Tanahashi et al., 2017).

Obtencidn de los extractos crudos

Pequefios trozos de micelio de los 21 aislamientos fueron obtenidos desde colonias desarrolladas en
placas de Petri con medio PDA (Anexo I) por 7 dias. Fueron cultivados individualmente en un matraz
de 500 mL que contenia 200 mL de medio liquido de Richard modificado (Anexo 1), y se incubaron a

27 °C bajo luz difusa continua durante 20 dias.

Concluido el periodo de incubacidn, el medio de cultivo se filtré al vacio a través de papel de filtro

Whatman grado 50 (Figura 5.2). Se realizé una segunda filtracién a través de filtro de jeringa de 0,2

um (Tanahashi et al., 2017).

Figura 5.2: Obtencion de extractos crudos de S. vesicarium. Filtraciones.
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Test de agresividad sobre hojas

Las hojas se inocularon pulverizando las suspensiones conidiales sobre su cara abaxial, con un
atomizador, utilizando 1 mL por hoja (Figura 5.3). En el caso de los controles, se pulverizaron con

ADE.

Posteriormente, las hojas se colocaron individualmente en una camara himeda (Tanahashi et al.,
2017), compuesta por una placa de Petri sellada con Parafilm, dentro de una bolsa de polietileno, y
se incubaron por 48 horas a 25 °C en oscuridad. Las condiciones de humedad se mantuvieron

utilizando trozos de algoddn esterilizados y saturados con ADE.

Concluido el periodo de incubacion, se fotografiaron las hojas utilizando una camara de resolucion
de 16 megapixeles, las imagenes obtenidas se procesaron con el software ImageJ (Schneider et al.,
2012). El programa determind el drea total y el drea necrética de cada hoja, con lo cual se calculd el

porcentaje de area foliar afectada por necrosis.

Los porcentajes se organizaron en niveles de agresividad segun la escala de Tanahashi et al. (2017)
de la siguiente manera: (-): sin necrosis, 0%; (%): una pequefia cantidad de necrosis alrededor del

punto de inoculacién, 1<5,00%; (+): 5,01<25,00%; (++): 25,01<50,00%; (+++): 50.01<100%.

Segln Moragrega et al. (2018), los niveles de agresividad o toxicidad (-) y () representan
aislamientos no agresivos/toxicos. Los aislamientos incluidos en el nivel (+) se consideraron de baja
agresividad / toxicidad, los incluidos en el nivel (++) se consideraron de moderada agresividad /

toxicidad y los incluidos en el nivel (+++) se consideraron de alta agresividad / toxicidad.

Figura 5.3: Test de agresividad. Inoculacién de hojas con
suspension conidial de S. vesicarium.
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Test de fitotoxicidad

La parte inferior de las hojas se lesiond levemente en su parte central con un par de pinzas y se colocé

una gota de 40 pl de cada filtrado de cultivo en el sitio de |a herida (Figura 5.4).

Los controles negativos se realizaron con una gota de ADE (Tanahashi et al., 2017).

La incubacion de las hojas se realizd de la misma forma que en el test de agresividad, asi como la
determinacion del porcentaje de area foliar afectada por necrosis. Los porcentajes se organizaron en

niveles de agresividad segun la escala de Tanahashi et al. (2017) descriptos en el test de agresividad.

Figura 5.4: Test de fitotoxicidad. Inoculacién de hojas de peral con
extractos crudos de S. vesicarium.

Disefio del experimento y andlisis

Para ambas pruebas (agresividad y fitotoxicidad), se utilizé un disefio completamente aleatorizado
con estructura factorial, con aislamiento y variedad como factores, y con tres réplicas por

aislamiento. Los ensayos fueron repetidos tres veces.

Para ambos andlisis, se utilizo como respuesta el porcentaje de area foliar afectada por necrosis, y
las variables aislamiento, variedad y su interaccién se utilizaron como variables predictoras. Se
utilizaron modelos lineales con ajuste de la matriz de varianzas/covarianzas debido a la falta de
homocedasticidad entre las variedades. La heterocedasticidad entre las variedades fue compensada
por una funcién “varident”. Los supuestos se verificaron graficamente y mediante la prueba de razén

de verosimilitud. Se realizé el analisis de varianza y la comparaciéon de medias con el método de LSD
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Fisher con correccidn de p-valor de Bonferroni. Los datos fueron analizados con la version 4.2.3 de

R.

Zootoxicidad sobre larvas de Artemia salina

Obtencién de los extractos

Los 21 aislamientos de S. vesicarium caracterizados previamente a nivel morfolégico y molecular se
cultivaron por siete dias en medio PDA. Desde cada placa se tomaron discos de micelio de 0,5 cm de
diametro y se sembraron individualmente en el centro de placas de Petri de 9 cm de didmetro
conteniendo medio DRYES (Anexo 1). Se incubaron a 25 °C durante 15 dias (Andersen et al., 2015;
Medina et al., 2021). A partir de los cultivos, se realizé una extraccién con cloroformo (20 mL por
placa) en bolsas de nylon herméticas. Después de homogeneizar durante 2 minutos, la mezcla se
filtré al vacio a través de sulfato de sodio y papel de filtro Whatman grado 1. El sobrenadante se
evaporo a sequedad bajo campana de extraccion. El residuo se reconstituyé en 1 mL de metanol. El

procedimiento de extraccion se ilustra en la Figura 5.5.

Figura 5.5: Procedimiento de obtencién de extractos cloroférmicos.
Colonia de S. vesicarium en medio DRYES (A). Extraccién con cloroformo
(B). Filtrado (C). Reconstitucion del residuo (D).
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Se agregaron 0,1 gr de huevos de Artemia salina a medio de crecimiento compuesto por 100 mL de

ADE y 3,2 gramos de sal marina.

La solucidn se incubd durante tres dias en forma estacionaria y oscuridad a 25°C para permitir la

eclosion de los huevos (Ludeman et al., 2009).

Se colocd 1 mL de la suspensidn de Artemia salina y 10 pL de cada extracto fungico a testear en cada

una de las celdas de una placa de cultivo de células.

Después de 24 h de incubacién a 25 °C, se determind el nimero de larvas muertas mediante el uso
de un microscopio estereoscépico, mientras que el nimero total de larvas se determiné después de
24 h de congelacidn a -20 °C, y los resultados se expresaron como porcentaje de mortalidad para

cada extracto fungico (Ludeman et al., 2009).

Se incluyd en paralelo un control de muerte por medio base sin patdgeno y extraccidon con metanol.

El ensayo se realizd por duplicado.

Los rangos de toxicidad fueron considerados segiin Harwig y Scott (1971):

1. No tdxicos (NT): entre 0 y 9% de mortandad.

2. Levemente toxico (LT): entre 10 y 49% de mortandad.

3. Toxico (T): entre 50 y 89% de mortandad.

4. Muy téxico (MT): mayor del 90% de mortandad.

Se realizé un disefio totalmente aleatorizado, con tres repeticiones por extracto, sorteando la

ubicacion de los extractos en las celdas de cultivo. El ensayo se realizé dos veces.
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Resultados

Bioensayos en hojas

Las suspensiones conidiales fueron capaces de reproducir los sintomas de la enfermedad en hojas
de peral (planta hospedante), pero no en hojas de manzano (planta no hospedante). Tampoco se
desarrollaron sintomas sobre los controles.

El nimero de manchas por unidad de area foliar en las variedades Williams y Packham's arrojé
valores medios menores a 0,2 manchas/cm?, mientras que las variedades Abate Fetel y D'Anjou se
obtuvieron valores medios de 1,83 y 2,15 manchas/cm?, respectivamente.

En cuanto a superficie foliar necrosada, en Williams el porcentaje de area afectada fue del 0,09 +
0,22; en Packham's de 0,06 + 0,18; en Abate Fetel 12,61 + 11,41; y en D'Anjou 13,38 + 11,64. El
andlisis estadistico indicd que las variedades mds afectadas fueron D'Anjou y Abate Fetel, no
presentando entre si diferencias estadisticas significativas. Las hojas de las variedades Packham's y
Williams fueron menos afectadas que las anteriores, no presentando diferencias estadisticas entre
ellas.

El test de medias indicd que los aislamientos mas agresivos fueron SL39 y SL63 sobre las variedades
Abate Fetel y D'Anjou, y SF24 sobre D'Anjou. Los valores medios de superficie foliar afectada por
cada aislamiento y el test de medias se presentan en el Anexo Il

En la Figura 5.6 se puede ver el efecto de la cepa SF23 sobre las hojas de los cuatro cultivares de
pera.

De acuerdo con la escala de Moragrega et al., (2018), los resultados indicaron que sobre las
variedades Packham's y Williams, ninguno de los aislamientos resulté agresivo. En D'Anjou, 5 de los
21 aislamientos (23,8 %) resultaron no agresivos, 5 presentaron agresividad baja (23,8 %) y 11 (52,4
%) agresividad moderada. En Abate Fetel, 7 aislamientos (33,3 %) fueron no agresivos, 3 (14,4 %)
presentaron agresividad baja, y 11 (33,3 %) mostraron agresividad moderada (Figura 5.7).

Los resultados de la clasificacién de agresividad obtenida por aislamiento y variedad se pueden

apreciar en la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1: Agresividad y toxicidad obtenidas para cada aislamiento en los cuatro cultivares de
pera, donde A: Agresividad y T: Toxicidad. Los resultados se expresan de acuerdo con la escala
establecida, la cual indica que los aislamientos que resultaron (-) y (*) no son
fitotdxicos/agresivos, (+) son levemente fitotoxicos/agresivos, y los (++) son moderadamente
fitotdxicos/agresivos.

Cepa Cultivares
Williams Packham's D'Anjou Abate Fetel
A T A T A T A T
SF4 - - - - ++ + ++ +
SF5 - - - - + + + +
SF8 * * * * * + t +
SF9 - - - - ++ + ++ +
SF13 - - - - ++ + ++ +
SF19 - - - - ++ + ++ +
SF20 * * * * * + t +
SF21 t + + - + + + +
SL22 t t t + t + t +
SF23 t t + + + + + +
SF24 - - - - ++ + ++ +
SL35 - - + - ++ + ++ +
SL37 - - - - ++ + ++ +
SL39 - - - - ++ + ++ +
SL40 - - - - + + + +
SL61 - - t - ++ + ++ +
SL62 t t - + + + * +
SL63 - - - - ++ + ++ +
SL65 - - - - + + + +
SL68 t - t - ++ + ++ +
SL70 t t t t + + t +
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Forcentaje de aislamientos

100 -

Figura 5.6: Agresividad de la suspensién conidial del aislamiento SF23
de S. vesicarium sobre las hojas de las cuatro variedades de pera.

3
+
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Abate Fetel Danjou Packhams Williams
Cultivar

Figura 5.7: Porcentaje de los 21 aislamientos de S. vesicarium que resultaron
no agresivos (- y =), de agresividad leve (+), y de agresividad moderada (++),
en las cuatro variedades analizadas.

Clasificacion
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Toxicidad sobre hojas

Los filtrados no produjeron necrosis sobre las hojas de manzano (planta no huésped). Tampoco se

desarrollaron sintomas sobre los controles.

Los resultados indicaron que en las hojas de las variedades Packham's y Williams, ninguno de los
filtrados resultd toxico. En las variedades Abate Fetel y D'Anjou, todos los asilamientos presentaron

un nivel de toxicidad leve (entre 5y 25% de la superficie foliar afectada por necrosis).

En la Figura 5.8 se puede ver el efecto fitotdxico del filtrado de la cepa SF23 sobre una hoja de cada

cultivar evaluado. Los resultados de esta prueba se pueden apreciar graficamente en la Figura 5.9.

Los resultados de la clasificacidn de toxicidad obtenida por aislamiento y variedad se pueden apreciar
en la Tabla 5.1. Segun el test de medias, los aislamientos mas fitotdxicos fueron SF4, SL63, SF23 y
SF19 sobre D'Anjou, y SF19 Y SF20 sobre Abate Fetel. Los valores medios de superficie foliar afectada
por cada aislamiento en los distintos cultivares y los resultados del test de medias se presentan en el

Anexo Ill.

¢
Williams Bon Chretien  Packham’s Triumph  Beurré D'Anjou Abate Fetel

Figura 5.8: Efecto fitotdxico del extracto crudo del aislamiento SF23 de S. vesicarium
sobre las hojas de cuatro variedades de pera.

154



100 -

n . -,
o Clasificacion
C 75-
L
E -
L
o +
L]
3 - M -
z
3 m-
—
S
5 25-
o

':I_

Abate Fetel Danjou Packhams Williams
Cultivar

Figura 5.9: Porcentaje de los 21 aislamientos de S. vesicarium que resultaron no
fitotdxicos (- y ), levemente fitotoxicos (+) y moderadamente fitotoxicos (++)
en las cuatro variedades de pera.

Zoo toxicidad sobre larvas de Artemia salina

El porcentaje medio de larvas muertas que resultaron de la exposicion a cada extracto fue calculado
sobre el porcentaje medio de larvas muertas en el control sin el extracto (medio base sin patogeno).
El efecto toxico sobre las larvas A. salina de los extractos fungicos obtenidos desde los medios
Richard modificado y DRYES, fueron clasificados segiin Harwing y Scott (1971). Segun dicha escala, el
4,8 % de los extractos crudos, obtenidos desde medio Richard modificado, presentaron efecto muy
téxico, el 66,6 % fueron toxicos, y el 28,6 % presentd toxicidad leve. De los extractos metandlicos,
obtenidos desde medio Dryes, el 4,8 % resultaron muy téxicos, 90 % fueron toxicos, el 4,8 % fueron
levemente tdxicos (Figura 5.10).

Los resultados de los extractos detallados por aislamiento se pueden observar en la Tabla 5.2.
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Figura 5.10: Porcentaje de los 21 aislamientos que resultaron levemente
téxicos (LT, 10-49% mortandad), toxicos (T, 50-89% de mortandad) y muy
téxicos (MT, >90% mortandad) sobre larvas de Artemia salina, segun el tipo
de extracto fungico.

Tabla 5.2: Efecto téxico de los extractos de S. vesicarium sobre larvas de Artemia salina.
Clasificacién segun porcentaje de mortandad: No toxicos (NT): 0-9%. Levemente toxico (LT):
10-49%. Toxico (T): 50-89% de mortandad. Muy téxico (MT): >90%.

Aislamiento Origen del extracto Porcentaje medio de Toxicidad

larvas muertas * DE

SF4 Medio liquido de Richard 86,65+ 10,11 T
DRYES 87,53 £5,65 T
Medio liquido de Richard 67,80+9,73 T
°F DRYES 83,18 £5,52 T
Medio liquido de Richard 59,10 £ 8,63 T
°re DRYES 74,28 + 8,56 T
Medio liquido de Richard 83,00 + 8,34 T
> DRYES 67,47 + 10,86 T
Medio liquido de Richard 88,20+7,92 T
o3 DRYES 75,18 + 11,49 T
Medio liquido de Richard 88,60 £ 7,35 T

SF19
DRYES 51,87 £ 16,76 T
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Medio liquido de Richard 87,50 £ 19,37 T
SF20
DRYES 51,55+ 16,95 T
Medio liquido de Richard 35,05 £ 30,05 LT
SF21
DRYES 45,73 £ 20,50 LT
Medio liquido de Richard 81,30+ 17,68 T
SL22
DRYES 75,35 £ 8,07 T
Medio liquido de Richard 83,80+ 14,14 T
SF23
DRYES 85,90 £ 2,49 T
Medio liquido de Richard 42,00 + 49,64 LT
SF24
DRYES 78,82 £5,39 T
Medio liquido de Richard 71,50 £ 15,70 T
SL35
DRYES 75,93 £ 8,49 T
Medio liquido de Richard 40,45 + 18,88 LT
SL37
DRYES 71,02 +10,18 T
Medio liquido de Richard 36,90 + 13,86 LT
SL39
DRYES 64,67 +4,62 T
Medio liquido de Richard 13,35 +27,79 LT
SL40
DRYES 79,02 £ 10,12 T
Medio liquido de Richard 62,10 + 25,88 T
SL61
DRYES 75,81 +12,42 T
Medio liquido de Richard 93,80 £ 0,00 MT
SL62
DRYES 90,7 £9,81 MT
Medio liquido de Richard 84,15 + 13,65 T
SL63
DRYES 78,45+ 12,33 T
Medio liquido de Richard 81,00 £ 10,18 T
SL65
DRYES 79,3+5,71 T
Medio liquido de Richard 16,95 + 18,60 LT
SL68
DRYES 73,87 +12,28 T
Medio liquido de Richard 67,00 + 2,55 T
SL70
DRYES 75,25 +4,76 T
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Discusion

Respecto a la agresividad de los aislamientos y la toxicidad de sus extractos crudos sobre las hojas
de los diferentes cultivares de peral, sus niveles fueron ponderados en virtud de la magnitud del area
necrética originada. Los resultados indicaron una considerable proporcién de aislamientos que
presentaron agresividad moderada en las variedades Abate Fetel y D'Anjou (52,3 %), mientras que
en las hojas de las variedades Packham's y Williams, ninguno de los aislamientos fue agresivo. Los
resultados indicaron que los cultivares D'Anjou y Abate Fetel fueron los mas afectados, tanto en el
ensayo de agresividad como en el de toxicidad. Esto es consistente con las observaciones realizadas
a campo, en las cuales, infecciones severas fueron detectadas en hojas y frutos de Abate Fetel y
D'Anjou, mientras que en Williams y Packham's la infeccion fue menor (datos presentados en el
Capitulo 6). Se obtuvieron resultados similares en pruebas con cepas europeas de S. vesicarium, en
las que se caracterizé a Abate Fetel como altamente susceptible, mientras que Williams y Packham’s
fueron caracterizadas como poco o nada susceptibles (Llorente et al., 2012; Montesinos et al., 1995;
Pattori et al., 2006; Rossi et al., 2005). De esta manera, queda puesto de manifiesto que Stemphylium
vesicarium es un patégeno asociado ciertas variedades de peral. Otras investigaciones también han
reportado diferentes grados de agresividad y toxicidad en una variedad de plantas hospederas
(Foster et al., 2019; Kohl et al., 2009; Singh et al., 1999). En cuanto a la fitotoxicidad, un aislado (IT37)
mostré mayor toxicidad en comparacion con los otros aislados probados, y el cultivar de pera
europea mas susceptible fue Alexandrine Douillard (Singh et al., 1999). Estudios desarrollados en
Japdn mostraron resultados similares, donde el cultivar de pera europea Le lectier fue el mas
susceptible a S. vesicarium mientras que el cultivar europeo Bartlett y el japonés Nijisseiki no fueron
afectados por los aislamientos (Tanahashi et al., 2017). Asimismo, resulta importante destacar que
no fue posible establecer una diferenciacién del grado de patogenicidad o toxicidad asociado a cada
origen de aislamiento (foliar o frutal), ya que exhibieron similar comportamiento en cuanto a la
capacidad de generar necrosis en las hojas. En el estudio realizado por Temperini et al. (2022), se
obtuvo que los aislamientos de S. vesicarium obtenidos desde muestreos de aire presentaron menor
agresividad y fitotoxicidad que los obtenidos desde tejidos vegetales de peral, mientras que estos

ultimos no presentaron diferencias significativas entre si.

Durante la colonizacién del hospedador el patégeno puede producir muchos metabolitos téxicos,
entre ellos las fitotoxinas, involucrados en la patogénesis de plantas. Las toxinas SV alteran la
membrana plasmatica de las células, provocando la fuga de electrolitos y ocasionando la necrosis

venosa en las variedades de pera susceptibles (Singh et al., 2000). Respecto a los aislamientos
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evaluados en este estudio, se ha podido determinar que la mayoria de ellas presentan actividad
fitotdxica sobre las hojas de las variedades susceptibles, poniendo asi de manifiesto la produccion de
metabolitos secundarios bioactivos (fitotoxinas), incluyendo posiblemente a las toxinas SV. Las
variedades menos sensibles, presentaron una respuesta fitotdxica menor, por lo que se puede
concluir que el efecto de las toxinas es definido por el fenédmeno de interaccidon huésped-patédgeno,
coincidiendo con lo expuesto por Singh et al. (1999). El hecho de que los filtrados crudos hayan tenido
un efecto fitotoxico sobre las variedades susceptibles a la infeccién podria sefialar que las toxinas SV
estan presentes en los extractos, y que, por lo tanto, los aislamientos estudiados son capaces de

producirlas.

Diversos estudios han empleado el bioensayo de exposicién de larvas de Artemia salina a los
extractos fungicos, obteniendo una buena concordancia entre la mortalidad exhibida por estos
crustaceos y la deteccion de metabolitos flngicos y micotoxinas mediante los analisis de HPTLC o
HPLC (Gonzalez et al., 2005; Gonzalez et al., 2007; Logrieco et al., 1996; Visconti et al., 1992; Harwig
y Scott, 1971). En el presente estudio, la elevada proporcién de extractos que resultaron toxicos para
las larvas sugiere que seria recomendable un anadlisis de su composicidon. Dicha informacion
permitiria la identificacion compuestos producidos por los aislamientos y de su riesgo potencial para
la salud humana. Se ha reportado que el género Stemphylium produce varios compuestos ademds
de las toxinas SV, como estemfilina, estemfiloxinas | y I, estemfol, estemfiperilenol, y
estemfilotoxinas I-IV. El efecto de las toxinas SV y de las estemfiloxinas | y Il no ha sido estudiado en
mamiferos (Stricker et al., 2021). En el caso de la estemfilina, se ha encontrado que a dosis bajas
tiene propiedades anticancerigenas en células de leucemia de ratén (Assante & Nasini 1987),
también mostré toxicidad para las bacterias, pero no tuvo efectos contra cinco tipos de cancer
humano (Zhou et al., 2015). El estemfiperilenol exhibié actividad antimicrobiana contra bacterias y
hongos, y citotoxicidad contra células de cancer de colon humanas (Xiao et al., 2014). El estemfol
presentd actividad antimicrobiana contra hongos, levaduras y bacterias (Marumo et al., 1985).
Ademas, el estemfol indujo apoptosis en células de leucemia humana (Ji et al., 2018). Un aislamiento
de Stemphylium produjo estemfol Ay B, los cuales exhibieron propiedades antibacterianas, pero no
resultaron toxicos para células cancerosas humanas (Zhou et al., 2015). Las estemfitoxinas I-IV,
extraidas originalmente de S. botryosum, tienen un anillo de epdxido, lo que indica que son
fitotoxicas (Arnone et al., 1986). Alternaria alternata también produce estemfitoxina Ill, que fue
mutagénico en Salmonella sp. (Davis & Stack 1991). La produccion de patulina en pera por
Stemphylium vesicarium fue reportada por Laidou et al. (2001), debido a la elevada importancia

toxicoldgica de este metabolito secundario, con efectos embriotdxicos, hepatotdxicos, nefrotoxicos
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(Schiefer, 1986), y posiblemente cancerigenos (Kiiessling, 1986; Schiefer, 1986), seria muy

importante identificar si la poblacion de aislamientos locales es capaz de producirlo.

Los estudios futuros deberian centrarse en la determinacion de la produccion de las toxinas SV y la
de otros metabolitos secundarios, asi como su interaccién con las plantas hospedantes. De esta
forma, se podria establecer el comportamiento y potencial fitotéxico del patégeno. Asi mismo,

podria determinarse el riesgo que los metabolitos representarian para la salud humana.

Conclusiones parciales

Esta seccion describe el efecto de los aislamientos de Stemphylium vesicarium obtenidos desde hojas
y frutos afectados por la enfermedad, en términos de agresividad y toxicidad sobre las hojas de

variedades hospederas.

Los aislamientos y los extractos crudos utilizados ocasionaron mayores efectos sobre las variedades
D'Anjou y Abate Fetel que sobre Packham's y Williams, sefialando que las dos primeras son mucho

mas sensibles.

Se determind que los aislamientos locales podrian producir las toxinas hospedador especifico,

causantes de la necrosis venosa que da a la enfermedad el sintoma caracteristico.

Los bioensayos de toxicidad indicaron la posible produccién de compuestos tdxicos.
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Capitulo 6 : Susceptibilidad de las principales
variedades de pera cultivadas en el Alto Valle a la
infeccion por Stemphylium vesicarium
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Introduccion

La mancha marron del peral, causada por Stemphylium vesicarium, ha sido reportada en varias zonas
productivas de Europa y Japén (Llorente & Montesinos, 2006; Tanahashi et al., 2008; Llorente et al.,
2012). A los pocos afos de su primera deteccion se expandié progresivamente en varias regiones
mediterrdneas de Europa, provocando pérdidas en zonas productivas de Italia, Paises Bajos y Bélgica
(Polfliet, 2002; Llorente & Montesinos 2006; Kohl et al., 2009), Francia y Espafia (Llorente et al.,
2012).

La susceptibilidad a la mancha marrén ha sido estudiada en dieciséis cultivares de pera (Pyrus
communis) en Europa (Montesinos et al., 1995). Los cultivares caracterizados fueron Passe Crassane,
Alexandrine, Conference, Doyenne Du Comice, Duc de Bordeaux, Abate Fetel, Kaiser, Rocha, Winter

Nellis, General Leclerc, Williams, Blanquilla, Beurré Hardy, Luis Bonne, Grand Champion, y Highland.

Ademas, segun los estudios realizados en Italia y Espafia, la susceptibilidad de los tejidos vegetales a
la infeccion por S. vesicarium disminuye con el aumento de la edad fisiolégica de los mismos. En las
variedades sensibles, los frutos son susceptibles en todos los estadios de crecimiento, aunque se
observd un desarrollo importante en las primeras etapas y en la fruta cercana a la cosecha (Collina,

2019; Montesinos et al., 1995).

En Argentina, el Alto Valle de Rio Negro y Neuquén conforma la principal zona de produccion de
frutas pomaceas, representando el 90% de toda la produccién nacional (Ministerio de Hacienda y
Finanzas Publicas, 2016). La superficie implantada con peras es de 18.367 hectareas. Los principales
cultivares son: Williams, Packham's, D'Anjou, y Abate Fetel. La superficie implantada con el cultivar
Williams es de 7.358 hectdreas y representa el 40,1 % de la produccion de peras de la zona. La
superficie correspondiente a Packham's es de 5.352 hectareas representa el 29,1 % de la produccion,
la de D'Anjou es de 2.713 hectareas y representa el 14,8 % de la produccién, y la superficie de Abate

Fetel comprende 906 hectareas y representa el 4,9 % de la produccién.

La enfermedad se detectd por primera vez en Argentina el afio 2013, en la zona Valle Medio de Rio
Negro (Dobra & Garcia, 2015). En el 2016 fue detectada en la zona del Alto Valle de Rio Negro,
momento a partir del cual ha sido recurrente y ha causado diferentes niveles de dafo en las peras
(Tudela et al., 2018; Temperini et al., 2022; Tudela & Di Masi, 2022). En el Alto Valle se ha
diagnosticado en los cultivares D'Anjou, Abate Fetel y, en algunas ocasiones, en Williams vy

Packham's. En el caso de D'Anjou y Abate Fetel, los sintomas fueron detectados sobre hojas y frutos,
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mientras que en Williams y Packham's, solo se observaron frutos afectados por la enfermedad, y con

una frecuencia mucho menor.

Sin embargo, existe poca informacion sobre la susceptibilidad a S. vesicarium en los cultivos de pera
del hemisferio sur. El conocimiento sobre la susceptibilidad o tolerancia de los cultivares a la
enfermedad, puede brindar herramientas para una acertada eleccién varietal y definicion de

estrategias adecuadas de control.

Objetivos generales

El objetivo de este capitulo fue determinar la susceptibilidad de los principales cultivares de pera de

Argentina a la infeccién por Stemphylium vesicarium.

Objetivos especificos

1. Determinar las diferencias de susceptibilidad de los frutos entre las principales variedades
de pera de la zona del Alto Valle.

2. Establecer los momentos de mayor sensibilidad de los frutos a la enfermedad.

3. Determinar la susceptibilidad de las hojas y la influencia de la edad de estas en la

susceptibilidad.

Materiales y métodos

Susceptibilidad natural de hojas y frutos

Durante 4 temporadas (2018-19; 2019-20; 2020-21; 2021-22) se realizd el seguimiento de los
sintomas de mancha marrén en tres establecimientos productivos de perales con historial de
presencia de la enfermedad, definidas como estaciones de monitoreo. En la Ultima temporada, se
afiadié una cuarta estacién de monitoreo. Las estaciones son las mencionadas en el Capitulo 4,
ubicadas en las localidades de General Roca e Ingeniero Huergo, y se puede apreciar presentada su
localizacién en la Figura 4.1.
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En cada temporada, una vez detectada la aparicidn de los sintomas, se determind la incidencia de la
enfermedad en hojas y frutos en las variedades Williams, Packham's, D'Anjou y Abate Fetel. En cada
estacion se tomaron al azar cinco repeticiones de 100 hojas y 100 frutos de cada variedad de peray
se determind el porcentaje de 6rganos afectados. En el caso de las lesiones en frutos, se clasificd su
severodad segun la siguiente escala propia: leves (lesiones <10 mm de didmetro), medio (lesiones de

10 a 15 mm de didametro) y grave (lesiones >15 mm de didmetro).

Se analizé la proporcion de hojas y frutos afectados en cada temporada segln la variedad. Se realizé

el andlisis de la varianza y se empled el test de Tukey para la comparacion de medias (a=0,05).

Susceptibilidad in vitro de los frutos

Se emplearon frutos de los cultivares Williams, Packham's, D'Anjou y Abate Fetel. Se obtuvieron
desde 6 arboles frutales en buen estado nutricional y sanitario, ubicados en la estacion Experimental
Agropecuaria Alto Valle de INTA (Rio Negro, Argentina). En base a las fechas registradas de plena
floracion, se calcularon las edades de los frutos como dias después de plena floracion (DDPF). Para
cada variedad se eligieron tres edades de fruto para realizar los estudios, la edad 1 corresponde a un
fruto joven (55-60 DDPF), la edad 2 corresponde a un fruto de desarrollo medio (85-90 DDPF) y la
edad 3 corresponde a un fruto que ha alcanzado su madurez comercial. Se utilizaron 6 repeticiones

de 5 frutos por variedad en cada una de las edades mencionadas y el ensayo se realizd 2 veces.

Para el ensayo se seleccioné un aislamiento altamente patogénico, identificado como SF23. Se cultivé
en medio AA (Anexo I) en placas de Petri de 9 cm de didmetro y se incubd por 20 dias a 20°C con un
fotoperiodo de 12 horas. Transcurrido el periodo de incubacion, las placas se transportaron a la
camara de flujo laminar, las superficies de las placas se frotaron suavemente con un asa luego de
afiadir 9 mL de ADE y una gota de Tween 20. La suspension fue filtrada a través de una gasa y se

ajusto su concentracién a 5 x 10% conidios mL™.
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Inoculaciones

Los frutos se desinfectaron por inmersion durante un minuto en una solucién de hipoclorito de sodio
al 1 % y se enjuagaron tres veces con ADE. Se utilizaron dos técnicas de inoculacidn en dos ensayos
diferentes, una de ellas sobre frutos sanos, con el objetivo de determinar la incidencia (porcentaje
de frutos afectados) y el dafio seglin el nUmero de lesiones, y la otra sobre heridas, para determinar

la severidad segun el didametro de la lesion producida.

La primera técnica consistié en sumergir los frutos en la suspension conidial durante un minuto
(Montesinos et al., 1995). Los frutos empleados como control fueron sumergidos en una solucién de
ADE y Tween 20. La segunda se baso en efectuar una pequefia herida en la zona ecuatorial de los
frutos, utilizando un punzén de 2 mm de ancho y 2 mm de profundidad (Figura 6.1). En la herida se
depositaron de 20 pl de la misma suspension. En las heridas de los frutos control se colocaron 20 pl

de ADE.

Figura 6.1: Inoculaciéon de peras Abate Fetel con suspensién conidial
de S. vesicarium. Inmersién de fruto en la suspension (A).
inoculacién en herida con gota de suspensién (B).

Condiciones de incubacion

Para ambos ensayos, luego de la inoculacidn, los frutos se dispusieron dentro de cdmaras himedas

(con cinco frutos cada una), que consistieron en bandejas plasticas cerradas con soportes
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individuales para cada fruto. Para mantener una humedad elevada, se cubrié el fondo de cada
bandeja con una toalla de papel y se le agregd ADE hasta saturacidn. La incubacién se realizé por 7

dias a temperatura ambiente (20-25 °C).

Determinaciones de incidencia y severidad

Para el primer ensayo, se determind la cantidad de frutos afectados por repeticidn, se contabilizo el
numero de manchas por fruto con un contador automatico (Figura 6.2) y se estimd el porcentaje de
superficie afectada por manchas de acuerdo con la escala detallada en Figura 6.3. Dicha escala se
confirmd mediante el software Imagel® (Schneider et al., 2012). Para el segundo ensayo, se registro
el didmetro de cada podredumbre, a partir de la medicidn y promedio de los didmetros transversales.
Estas lesiones se clasificaron segin su didmetro segun la siguiente escala (propia): lesiones leves
(menores a 10 mm de didmetro), medias (de 10 a 15 mm de didmetro), y graves (mas de 15 mm de

diametro).

Figura 6.2: Conteo de nimero de manchas desarrolladas por S. vesicarium sobre peras.
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Escala de severidad

0 1 2 4 S

sano 1-5% 5-10 % 10-25 % 25-50 % 50-100 %

0 1,5% 6 % 20 %

Figura 6.3: Escala de severidad en funcién del porcentaje de superficie del fruto afectada por

manchas.

Diseno del experimento y anadlisis estadistico

Se utilizaron 6 repeticiones de 5 frutos por variedad en cada una de las tres edades de fruto, y el
ensayo se realizé 2 veces, en dos temporadas. Se empled un disefio factorial, completamente

aleatorizado, con 30 frutos por combinacién de cultivar y edad.

Para analizar la incidencia (el porcentaje de frutos afectados por variedad y edad de fruto) se

analizaron las proporciones relevantes con una prueba de proporcionalidad.

Para analizar el numero de lesiones por fruto, variable respuesta de conteo que presentd sobre
dispersion, en primer lugar, se seleccioné un modelo binomial negativo con funciéon de enlace
logaritmico, con los efectos fijos de variedad, edad del fruto, y repeticién del ensayo. En segundo
lugar, para analizar la severidad mediante el uso de la escala, se calcularon los puntos medios de
cada grado y con ellos se ajusté un modelo lineal, debiendo transformar la variable respuesta a raiz

cuadrada, a fin de cumplir con los supuestos de normalidad y homocedasticidad.

Para el didametro de la lesién se utiliz6 el método de minimos cuadrados ponderados para ajustar un

modelo lineal con distribucién normal.
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A todos los modelos se les realizé el andlisis de la varianza y el test de Tukey de diferencia de medias.

Susceptibilidad in vitro de las hojas

Se utilizaron hojas de las variedades Williams, Packham's, D'Anjou y Abate Fetel. Las hojas se
tomaron al azar, desde arboles en buenas condiciones nutricionales y sanitarias, ubicados en un
cultivo perteneciente a la estacion Experimental Agropecuaria Alto Valle de INTA. El ensayo se llevé
a cabo dos veces. En el primer ensayo, solo se usaron hojas jovenes. Se realizaron tres repeticiones
de tres hojas por cultivar. En el segundo ensayo se utilizaron hojas jévenes y viejas. Se realizaron tres
repeticiones de tres hojas por cultivar y edad de hoja. Cada hoja representa la unidad experimental

y observacional.

La metodologia fue la misma que la descrita en el apartado de susceptibilidad de frutos.

Las hojas se desinfectaron por inmersién en una solucién de hipoclorito de sodio al 1 % durante un
minuto. Se enjuagaron tres veces con ADE y se secaron en camara de flujo laminar. Posteriormente,
se aplicé 0,5 mL de suspensidn conidial por hoja, en su cara abaxial, con un atomizador (Figura 6.4).

En el caso de los controles, la cara abaxial se rocié con ADE.

Las hojas se incubaron individualmente en cajas de Petri selladas con Parafilm™, a 25 °C durante 48
horas en oscuridad (Tanahashi et al., 2017). Las condiciones de humedad se mantuvieron utilizando

trozos de algodon estériles saturados con ADE.
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Figura 6.4: Inoculaciéon de hojas por aplicacién de suspensidn
conidial de S. vesicarium con atomizador.

Determinacion de la afectacion

Se realizo el conteo del nimero de manchas por hoja. Las hojas se fotografiaron con una camara de
16 Mpx y las imagenes se procesaron con el software Imagel® (Schneider et al., 2012) para obtener

la superficie de cada hoja (cm?).

Disefio y andlisis estadistico

Para el ensayo con hojas jovenes de los distintos cultivares, se empled un modelo factorial. Para su
analisis se selecciond un modelo lineal generalizado con distribucidon Poisson, para la variable

manchas en funcion del cultivar.

Para el segundo ensayo, con hojas de los distintos cultivares y edades, se empelo un modelo bi-
factorial. Se seleccioné un modelo lineal generalizado con distribucidon Poisson para las manchas

variables por hoja en funcién del cultivar y la edad de la hoja.

A ambos modelos se les realizé en analisis de la varianza y el test de Tukey de diferencia de medias

(a=0,05).
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Resultados

Susceptibilidad natural de hojas y frutos

La incidencia en hojas y frutos mostrd diferencias marcadas entre las variedades en las distintas
temporadas. Los modelos presentaron un ajuste adecuado y las variables temporada y variedad

presentaron interaccidn significativa.

La primera temporada (2018/2019) presentd lluvias muy abundantes a mediados de primavera y los
sintomas se registraron en noviembre, cuando los frutos rondaron los 50 DDPF. Packham's y Williams
presentaron una incidencia del 0%, mientras que en Abate Fetel fue del 15,2 + 5,59% y en D'Anjou
del 25 + 5,92% (Tabla 6.1). Las lesiones en estos dos cultivares fueron severas (mas de 15 mm de
didmetro). En las dos temporadas siguientes, que se caracterizaron por no presentar periodos
prolongados de lluvia, la incidencia de frutos para todas las variedades fue muy baja (entre 0y 1%) y
no hubo diferencias significativas entre ellas. La cuarta temporada presentd periodos prolongados
de lluvia durante el verano, cerca de la época de cosecha. La incidencia registrada en D'Anjou fue la
mas alta, 34,6 + 3,85 %, en Packham's fue de 26 + 19,17 % y en Abate Fetel 21 + 6,75 %, mientras
gue en Williams fue 0%. En cuanto a la severidad de las lesiones, fue media para Packham's (10-15
mm de didmetro) y severa para D'Anjou y Abate Fetel (mas de 15 mm de didmetro). La proporcién

de frutos afectados por temporada y variedad se muestran en la Figura 6.5.

En cuanto a la incidencia en hojas, en todas las temporadas ocurridé que el porcentaje de hojas
afectadas de Williams y Packham's fue muy bajo (en Williams fue de 0 y de Packham's del 0,6 %). En
la primera temporada (2018/2019), la incidencia de hojas fue de 30,4 + 3,71 en D'Anjou y de 34,8 +
3,7 en Abate Fetel (Tabla 6.1). En la segunda (2019/2020), fue de 10,2 + 3,42 en D'Anjou y de 10
3,39 en Abate Fetel. En la tercera temporada (2020/2021) la incidencia fue de 10,4 + 2,51 en D'Anjou
y de 9,20 + 4,82 en Abate Fetel. En la Gltima (2021/2022), la incidencia fue de 33,2+ 17,51 en D'Anjou
y de 19,6 + 9,66 en Abate Fetel. En todas las temporadas, mas del 80% de las hojas afectadas
correspondieron a brotes jovenes. La proporcion de hojas afectadas por temporada y variedad se

muestran en la Figura 6.6.
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Tabla 6.1: Datos de incidencia de mancha marrén del peral para frutos y hojas de las
variedades Williams, Packham's, D'Anjou y Abate Fetel durante cuatro temporadas. Las
medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes entre si segln el test

de Tukey.

Temporada Variedad Incidencia en frutos Grupo Incidencia en hojas Grupo

(%) (media + DE) (%)
(media £ DE)

Williams 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a

Packham's 0,00 £ 0,00 a 0,60 £ 0,89 a
2018-2019

D'Anjou 25,00 £ 5,92 bc 30,4+3,71 cd

Abate Fetel 15,20 +5,59 b 34,80 +3,70 d

Williams 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a

Packham's 0,00+ 0,00 a 0,00 + 0,00 a
2019-2020

D'Anjou 0,20+0,45 a 10,20 £ 3,42 b

Abate Fetel 0,40 +0,89 a 10,00 £ 3,39 b

Williams 0,00 + 0,00 a 0,00 £ 0,00 a

Packham’s 0,00 + 0,00 a 0,00 + 0,00 a
2020-2021

D'Anjou 1,40+ 1,14 a 10,40 £ 2,51 b

Abate Fetel 1,80+1,10 a 9,20+ 4,82 b

Williams 0,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a

Packham’s 26,00 £ 19,17 bc 0,60 £ 0,55 a
2021-2022

D'Anjou 34,60 + 3,85 c 33,20+17,51 cd

Abate Fetel 21,00 6,75 bc 19,60 + 9,66 bc
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Figura 6.5: Porcentaje de frutos afectados por mancha marrén del peral segln
cultivar y temporada. Las medias seguidas por la misma letra no son
significativamente diferentes entre si segun el test de Tukey.

404
d
cd cd
30 4
Cuftrvar
be ®  Anate Felel
207 + & §anjou
B Packhams
+ Willigms
by b b
ttp
0 - Wa+a Wa+a Ba+a Wa g
2G1B:ED1‘} 20 I?:_‘ZEIE i EEIEI'.'I-EEIH 2021 :ECI_?E
Temporada

Figura 6.6: Porcentaje de hojas afectadas por mancha marrén del peral seguin
cultivar y temporada. Las medias seguidas por la misma letra no son
significativamente diferentes entre si segun el test de Tukey.
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Susceptibilidad de los frutos in vitro

Los frutos control (inoculados con agua) no resultaron afectados en ninguna de las pruebas. En
ambas repeticiones, la inoculacidn por inmersion afectd a todos los frutos de los cultivares Abate
Fetel, D'Anjou y Packham's, en todas las edades evaluadas (100 % de incidencia), mientras que en
Williams resultaron afectados el 36,6% de los frutos jovenes y el 25 % de los de desarrollo medio y
el 28 % de los de madurez comercial. De acuerdo con la proporcion de frutos afectados, Williams se
diferencid del resto de los cultivares, pero no hubo diferencias significativas entre las edades de dicho

cultivar (p valor = 0,6).

En cuanto a la severidad como manchas por fruto, el valor medio para Williams fue de 1,4; para
Packham’s 42,4; para D'Anjou 116; y para Abate Fetel 129. Sobre Williams se observé un alto
porcentaje de frutos sin manchas en todas las etapas de desarrollo analizadas. En Packham's, todos
los frutos inoculados desarrollaron manchas, y en el caso de Abate Fetel se observé un elevado

ndmero de manchas en todos los estadios, al igual que en D'Anjou (Figura 6.7).

El analisis estadistico resultante del uso de la variable respuesta manchas por fruto, indicé que el
efecto de la repeticién fue significativo, asi como el efecto de la variedad, la edad del fruto y la
interaccion de ambas (p < 0.0001). La edad con mayor cantidad manchas para la mayoria de las
variedades fue la 2, fruto de desarrollo medio, seguida por la 1 (fruto joven) y 3 (madurez comercial).

En la prueba de medias se observé la agrupacion de diferentes combinaciones de cultivares y edades
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Figura 6.7: Diagrama de cajas para las machas por fruto desarrolladas en las cuatro
variedades de pera en los tres estadios de desarrollo del fruto (1 = fruto joven; 2 = fruto de
desarrollo medio; y 3 = fruto en madurez de cosecha) en ambas repeticiones del ensayo.
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de frutos, seguin el nimero medio de manchas. En ambas repeticiones, Williams registré los valores
mas bajos de manchas por fruto, estableciendo una diferencia significativa con el resto. La severidad
mas alta fue la desarrollada en los frutos de desarrollo medio de Abate Fetel, seguida de los frutos
de desarrollo medio de D'Anjou y los frutos jovenes de ambas variedades (Tabla 6.2). En la Figura 6.8
se muestra el desarrollo de manchas en las tres edades de fruto en la variedad Abate Fetel, mientras
que en Figura 6.9 puede observarse el desarrollo de las manchas en los frutos jovenes de las cuatro

variedades.

Figura 6.8 Manchas desarrolladas en Abate Fetel en las tres edades de fruto, a los 7 dias de
incubacién luego de la inoculacion por inmersién en suspension conidial de la cepa SF23 de
S. vesicarium.

Williams Bon Chretien ~ Packham’s Triumph ~ BeurréD’Anjou  Abate Fetel

Figura 6.9: Manchas desarrolladas en los cuatro cultivares de pera a los 7 dias de
incubacién luego de la inoculacién por inmersidn en suspensién conidial de la cepa SF23

de S. vesicarium.
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Tabla 6.2: Incidencia de la enfermedad (porcentaje de frutos afectados) y severidad (numero

de manchas por fruto en las cuatro variedades de pera en tres etapas de desarrollo: 1 = fruto

joven; 2 = fruto de desarrollo medio; y 3 = fruto maduro. Medias seguidas de la misma letra

dentro de la misma repeticidon no son significativamente diferentes entre si en la prueba de

Tukey.
Repeticion  Variedad Edad del Porcentaje de Manchas por fruto  Grupo
fruto frutos afectados (media £ DE)
(%)

Williams 2 36,66 1,72+0,44 a
Williams 3 36,66 1,99+ 0,62 a
Williams 1 46,62 2,93+0,62 a
Packham's 3 100 23,72 +2,33 b
Abate Fetel 3 100 50,79 + 3,67 C
D'Anjou 3 100 58,65 + 3,97 C
Packham's 2 100 61,37 £4,17 C
Packham's 1 100 61,56 £4,13 C

1 Abate Fetel 1 100 163,57+ 7,12 d
D'Anjou 1 100 165,97 +7,09 d
D'Anjou 2 100 190,35+ 7,75 d
Abate Fetel 2 100 250,25 +9,29 e
Williams 2 13,30 1,17+0,34 a
Williams 3 20 1,35+0,33 a
Williams 1 26,60 1,99+0,42 a
Packham's 3 93,30 16,09 £ 1,59 b
Abate Fetel 3 100 34,46 + 2,54 c
D'Anjou 3 100 39,89 + 2,80 c
Packham's 2 100 41,65 +2,83 C
Packham's 1 100 41,78 £2,83 C

2 Abate Fetel 1 100 111,0 5,14 d
D'Anjou 1 100 112,62 £5,28 d
D'Anjou 2 100 129,17 £ 5,66 d
Abate Fetel 2 100 169,82 + 6,52 e
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La prueba de ANOVA resultante del analisis estadistico mediante el uso de los puntos medios de
escala de severidad indicé que no hubo un efecto significativo de la repeticion del ensayo (p = 0,18),
por lo que los datos de ambas repeticiones se analizaron juntos, mientras que las variables edad de

fruto, variedad y su interaccion si presentaron significancia (p < 0,05).

El test de medias indicé que los frutos jévenes (edad 1) de las variedades Abate Fetel, D'Anjou fueron
los mas afectados por la enfermedad, seguido por los frutos de desarrollo medio (edad 2) y por
ultimo los frutos maduros (edad 3). En el caso de Packham's, los frutos jévenes fueron los mas
afectados (grupo b) pero no se diferenciaron estadisticamente de los frutos maduros (ab). En el caso
de Williams, no se detectaron diferencias significativas entre las edades de fruto. Los resultados
obtenidos se pueden visualizar en la Tabla 6.3, donde se puede apreciar el test de medias anidado

por variedad.

Tabla 6.3: Severidad de la enfermedad (drea media afectada de los frutos) en cuatro
variedades de pera y tres momentos de desarrollo: 1 = fruto joven; 2 = fruto de desarrollo
medio y 3 = fruto maduro. Medias seguidas de la misma letra dentro de cada variedad no son
significativamente diferentes entre si segun el test de Tukey.

Area afectada

Variedad Edad del fruto Grupo
(media + DE)
2 0,39+0,18 a
Williams 3 0,67 £0,24 a
1 1,14+0,32 a
2 3,36 £0,54 a
Packham's 3 3,84 +0,58 ab
1 6,30+0,74 b
3 9,51+0,92 a
D'Anjou 2 16,10+ 1,19 b
1 33,81+1,73 c
3 9,06 + 0,89 a
Abate Fetel 2 20,15+1,33 b
1 34,83+1,76 c
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En la inoculacidn por heridas, Williams presenté un valor medio de diametro de lesion de 6,6 mm,
Packham's de 11,7 mm, Abate Fetel de 15,1 mm, y D'Anjou de 16,5 mm. En Williams, la mayoria de
los frutos desarrollaron lesiones leves (menores a 10 mm de didmetro). En Packham's, la mayoria de
los frutos desarrollaron lesiones medias (de 10 a 15 mm de didmetro). En D'Anjou y Abate Fetel, casi
todas las lesiones fueron de grado medio (de 10 a 15 mm de didmetro) y grave (mas de 15 mm de
diametro). La frecuencia de los tipos de lesiones por variedad y edad de fruto se puede apreciar en

la Figura 6.10.

El andlisis estadistico mostré que las variables cultivar y edad presentaron aportes significativos al
modelo de distribucién de la severidad en frutos, existiendo interaccion entre ellas (p < 0,05). El
efecto de la repeticion del ensayo no fue significativo (p > 0,05), por lo que los resultados se
analizaron juntos. En la prueba de medias se observé la agrupacion de diferentes combinaciones de
variedades y edades de frutos de acuerdo con el didmetro promedio de las lesiones que se
desarrollaron sobre ellos. Williams presenté las menores medias de severidad, la lesion provocada
por el hongo pudo expandirse muy pocos milimetros desde el punto de inoculacién. Packham's
presentd severidades medias mayores que Williams, pero menores que D'Anjou y Abate Fetel en
todas las edades del fruto. Se observé que en Packham's, D'Anjou, y Abate Fetel la mayor severidad
se presentd en la etapa de fruto joven, disminuyé en mediana edad y aumenté nuevamente al llegar

a la madurez. En la Tabla 6.4 se pueden observar los resultados del analisis estadistico.
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Figura 6.10: Severidad de la enfermedad (didmetro de la lesién) causada por la
inoculacién por herida con la cepa SF23 de S. vesicarium de frutos jovenes (1), de
medio desarrollo (2) y maduros (3) de las cuatro variedades.
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Tabla 6.4: Severidad de la enfermedad (didmetro de lesién) generada por la inoculaciéon por
herida en cuatro variedades de pera y tres momentos de desarrollo: 1 = fruto joven; 2 = fruto
de desarrollo medio y 3 = fruto maduro. Medias seguidas de la misma letra no son

significativamente diferentes entre si segun el test de Tukey, anidado por variedad.

Diametro de lesion en mm

Variedad Edad del fruto Grupo
(media £ DE)
1 4.88+0,10 a
2 5,00£0,11 a
Williams
3 6,35+0,14 b
2 9,24 10,20 a
3 11,47 £0,25 b
Packham's 1 12,9+0,28 c
2 14,04 +£0,31 a
3 15,66 £ 0,34 b
D'Anjou 1 19,23 +0,42 c
2 10,80 £ 0,23 a
3 14,63 £ 0,32 b
Abate Fetel 1 16,49 £ 0,36 c

Susceptibilidad de las hojas

En ninguno de los ensayos se desarrollé necrosis sobre las hojas testigo. En el primer ensayo,
realizado en hojas jovenes (Figura 6.11 A), los resultados obtenidos mostraron que existen
diferencias entre los cultivares estudiados (p < 0.05). La variable superficie foliar no presenté un
aporte significativo, por lo que no fue incluida en el modelo. Los valores medios de manchas por hoja
fueron 4,56 para Williams, 7,56 para Packham's, 33,22 para Abate Fetel y 41,89 para D'Anjou. En la
prueba de medias se formaron tres grupos; el grupo "a" mostré la media mas baja, incluyendo a
Williams y Packham's; seguido del grupo "b", con Abate Fetel; y el grupo “c” fue el que mostré valores

promedio mas altos, incluyendo a D'Anjou (Figura 6.12 A).

En el segundo ensayo, realizado en hojas viejas y jovenes (Figura 6.11 B), los resultados obtenidos
mostraron que existen diferencias entre los cultivares y las edades foliares estudiadas, existiendo
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interaccion entre ellos (p < 0.05). La variable superficie foliar no presentd un aporte significativo, por
lo que no fue incluida en el modelo. Los valores medios de manchas por hoja joven fueron 1,22 para
Williams, 0,56 para Packham's, 21,67 para Abate Fetel y 37,56 para D'Anjou. Los valores medios en
hojas viejas fueron de 0,11 manchas por hoja en Williams, 0,22 en Packham's, 6 en Abate Fetel y

18,33 en D'Anjou.

En la prueba de medias se observo el agrupamiento de diferentes combinaciones de cultivares y
edades de hojas de acuerdo con el nimero de lesiones desarrolladas. Se formaron cuatro grupos
(Figura 6.12 B), el que presentd el menor valor medio de manchas por hoja incluyd hojas viejas y
jévenes de Williams y Packham's (grupo a). Este grupo presentd diferencias significativas con
respecto al grupo d, que incluyé a las hojas jovenes del cultivar D'Anjou y presentd la mayor media
de manchas por hoja. Las hojas viejas de D'Anjou presentaron un comportamiento similar a las
jovenes de Abate Fetel, formando el mismo grupo. En los cultivares D'Anjou y Abate Fetel, las hojas

jévenes desarrollaron de 2 a 3,6 veces mds manchas que las hojas viejas.

Williams Bon Chretien  Packham's Triumph  Beurré D" Anjou Abate Fetel

Beurré D Anjou

Hojas viejas

Figura 6.11: A) Efecto de la cepa SF23 de S. vesicarium en hojas jovenes de los
cultivares Williams, Packham's, D'Anjou y Abate Fetel. B) El efecto de la cepa SF23
de S. vesicarium en hojas jévenes y viejas del cv. D'Anjou.
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Figura 6.12: Patogenicidad de la cepa SF23 de S. vesicarium en hojas de los cuatro
cultivares de pera. A. Patogenicidad en hojas jévenes. B. Patogenicidad en hojas
jovenes y viejas.

Discusion

El presente estudio fue motivado por la existencia de estudios previos que reportan diferencias entre
los cultivares de pera europeos a la enfermedad (Blancard et al., 1989; Cavanni & Ponti 1994;
Montesinos et al., 1995; Llorente & Montesinos 2006; Llorente et al., 2012). En las observaciones a
campo, las variedades cultivadas en el Alto Valle de Rio Negro presentaron diversos grados de dafio
por infeccion natural, por lo que se coincide con los reportes europeos. Williams no presenté
sintomas; D'Anjou y Abate Fetel fueron las mas afectadas, tanto a nivel de frutos como de hojas; y
en el caso de Packham's, sus frutos se vieron afectados en una temporada, mientras que sus hojas
no presentaron sintomas durante los cuatro aifos evaluados.

Los cuatro cultivares de peraincluidos en los estudios in vitro, mostraron diferentes susceptibilidades
a la infeccién producida por S. vesicarium, y la edad de los frutos ejercié influencia sobre la
susceptibilidad de los cultivares. Los resultados de la inoculacién de hojas y frutos indicaron que las
variedades Abate Fetel y D'Anjou resultaron ser los mas afectados, mientras que Williams presenté
valores de incidencia y severidad muy bajos. Esta variedad fue identificada en el estudio de
Montesinos et al. (1995) como resistente o muy poco susceptible; mientras que la variedad Abate
Fetel fue definida como altamente susceptible, por lo tanto, los resultados coinciden con la
caracterizacién previamente efectuada.

Con respecto a la edad de los tejidos, los mds jévenes resultaron ser los mas sensibles a la
enfermedad, expresando un mayor porcentaje de area del fruto afectada por manchas, mayor

didmetro de lesion, y mayor numero de manchas por lamina foliar en el caso de las inoculaciones de
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hojas. Esto coincide con el estudio realizado en Espafia, donde reportaron que la susceptibilidad de
los tejidos vegetales a la infeccidn por S. vesicarium disminuye con el aumento de la edad fisiolégica
(Montesinos et al., 1995).

Montesinos et al. (1995) realizaron las inoculaciones en dos momentos de desarrollo del fruto, a los
2-3 meses antes de cosechay 7 dias antes de la cosecha, y utilizan la variable nimero de lesiones por
fruto para caracterizar la susceptibilidad de 16 cultivares de pera. En la presente investigacion se
optd por incluir tres edades, la edad 1 corresponde a un fruto joven (55-60 DDPF), la edad 2
corresponde a un fruto de desarrollo medio (85-90 DDPF) y la edad 3 corresponde a un fruto que ha
alcanzado su madurez comercial (unos 7 dias antes de cosecha), y se analizé, ademas del nimero de
manchas por fruto, el porcentaje de frutos afectados, el area de fruto afectada por manchas a través
de una escala de severidad, y el didmetro de la lesién. Al analizar los datos obtenidos con la variable
manchas por fruto, los valores medios indicaron que los frutos de desarrollo medio eran los mas
afectados, seguidos por los frutos jovenes y en ultimo lugar los de madurez comercial. Sin embargo,
los frutos de desarrollo medio presentaron una densidad de manchas visualmente menor a la de los
frutos mas jévenes. Se llegd a la conclusion de que la variable manchas por fruto no resultd ser la
mas indicada para realizar comparaciones entre distintas edades de fruto, ya que no contempla el
tamafio de este. El uso de una escala de nivel de severidad que contempla la superficie del fruto
afectada por lesiones representé de mejor manera la variabilidad observada entre los frutos,
pudiendo concluir que, para cada variedad, los frutos mas jévenes fueron los mas susceptibles a la
enfermedad, y que, al aumentar la edad del fruto, disminuyd la probabilidad de infeccién. Por lo
tanto, se coincide con lo encontrado por Montesinos et al. (1995). Sin embargo, se debe tener en
cuenta que, en las variedades sensibles, como D'Anjou y Abate Fetel, los frutos son susceptibles en
todos los estadios de crecimiento, y que, si bien la posibilidad de que se generen lesiones disminuye
al aumentar la edad del fruto, cuando éste se encuentra préximo a la cosecha, las lesiones pueden
presentar un aumento de tamafo, posiblemente debido a la pérdida de firmeza de los tejidos
asociada a la madurez.

En un ensayo de susceptibilidad de hojas de 12 cultivares, Blancard et al. (1989), identificaron a
Packham's y Abate Fetel como muy susceptibles. Dichos resultados no coinciden completamente con
los de este trabajo, ya que Packham's se vio ligeramente afectado por la cepa utilizada, pero si
coinciden con la caracterizacién realizada para Abate Fetel. Los resultados obtenidos en el ensayo in
vitro con hojas jovenes indican que los cultivares mas sensibles fueron D'Anjou y Abate Fetel,
mientras que Packham's y Williams se vieron menos afectados. Los resultados de la infeccién natural
también mostraron que las hojas de estas dos variedades presentaron incidencias menores. En el

segundo ensayo, los resultados fueron similares a los presentados por Montesinos et al. (1995) en

188



hojas del cultivar Conferencia, siendo mas afectadas las hojas jovenes que las viejas, para todos los
cultivares en estudio.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se pudo determinar que la edad de hojas y frutos influyé
en la susceptibilidad a la mancha marrén del peral, y que el efecto del cultivar es muy importante,
ya que influyd en el desarrollo y avance de las lesiones. En estado de fruto joven, los frutos fueron
mas susceptibles a presentar infecciones que los maduros. Ademas, las lesiones tuvieron mayor
desarrollo cuando la fruta era joven en la mayoria de los cultivares. Sin embargo, cuando el fruto
alcanza la madurez comercial, también se pueden desarrollar lesiones importantes.

Conocer la susceptibilidad de los frutos de las distintas variedades a lo largo de su desarrollo resulta
util a la hora de considerar las medidas de control de la enfermedad. Los cultivares mas sensibles a
la enfermedad fueron D'Anjou, Abate Fetel y Packham's, siendo los dos primeros mucho mds
sensibles que el ultimo. Por otro lado, los frutos de Williams fueron poco sensibles. A nivel foliar, las

mas sensibles fueron D'Anjou y Abate Fetel, siendo a su vez, las hojas jévenes las mas afectadas.

Conclusiones parciales

El presente trabajo constituye una de las primeras investigaciones locales sobre la sensibilidad de

hojas y frutos de las variedades de peral a la enfermedad mancha marrén.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede concluir que la edad de fruto tiene influencia
sobre la susceptibilidad y que el efecto de la variedad es muy importante, ya que es determinante
en el desarrollo de lesiones y el avance de estas. Los resultados indicaron que los frutos jovenes son
mas propensos a sufrir infecciones que los maduros, desarrollando mayor niumero de lesiones y con
mayor extension. Sin embargo, si se producen las lesiones en precosecha, cuando el fruto esta en

madurez comercial, también se pueden desarrollar severidades importantes.

Los cultivares mas sensibles a la enfermedad fueron D'Anjou y Abate Fetel. Les sigue Packham's en
orden de importancia y finalmente Williams, con escasa sensibilidad. En los cultivares sensibles, la
incidencia de la enfermedad fue mucho mayor en estadios de fruto joven y medio que en madurez
comercial, mientras que la severidad fue mucho mayor en el estadio de fruto mas joven. D'Anjou y
Abate Fetel presentaron un comportamiento similar ante la incidencia y severidad del dafio que

produce el patdgeno, siendo los mds susceptibles. La variedad menos susceptible a la enfermedad
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es Williams, la cual mostré los menores valores de incidencia y severidad en todos sus estadios de

desarrollo de fruto.

El uso de la variable manchas por fruto no es el mas indicado para visualizar diferencias entre frutos
de distinto tamafio. Si se decidiera utilizar esta variable, debe tenerse el recaudo de elegir frutos de

tamafio similar o medir la superficie del fruto.

La infeccion en hojas indicd que los cultivares mas sensibles fueron D'Anjou y Abate Fetel, lo que
concuerda con los estudios de campo, ya que en estos dos cultivares se han observado sintomas a
nivel de hoja, mientras que en el resto de los cultivares no se registraron. Las hojas jovenes resultaron
ser mucho mas sensibles que las viejas, coincidiendo también con las observaciones de campo, en

las que las hojas de los brotes jovenes y en activo crecimiento se observaron mas afectadas.

De acuerdo con los resultados obtenidos, D'Anjou y Abate Fetel Fetel son las que merecen los
mayores esfuerzos de monitoreo y control, ya que tienen mayor probabilidad de verse afectadas por
la mancha marrén del peral y de desarrollar lesiones importantes; la variedad Packham's debe
monitorearse, pero presenta una susceptibilidad menor y por lo tanto menor probabilidad de sufrir

la infeccidn, y finalmente para Williams, cuyas probabilidades de infeccién son muy bajas.
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Capitulo 7 : Determinacion de la sensibilidad de
Stemphylium vesicarium a distintos fungicidas
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Introduccion

La mancha marrén del peral es una enfermedad muy importante en algunas areas de Europa, donde
se emplean diversas estrategias para su control, siendo el empleo de fungicidas la mas extendida.
Los fungicidas mas utilizados son ditiocarbamatos (Tiram y Mancozeb), strobilurinas (Kresoxim-metil,
Trifloxistrobina o Piractrostrobina). Otros productos como Captan y Tebuconazol también son muy
usados (Brunelli et al., 1997; Llorente 1997; Ponti et al., 1993, 1996; Vilardell 1988; Llorente &

Montesinos, 2006; Llorente et al., 2012).

Tradicionalmente las aplicaciones de fungicidas para el control de esta enfermedad se realizaban de
manera preventiva cada 7 a 14 dias desde caida de pétalos hasta cosecha (Llorente, 1997; Ponti et

al., 1993; Ponti et al., 1996; Llorente & Montesinos, 2006).

El primer sistema de prondstico empleado para el control de la mancha marrdén fue el sistema FAST
(pronosticador de Alternaria solani en tomate), seleccionado por la relacion taxondémica y el
comportamiento similar de germinacién de los conidios de A. solani y Stemphylium vesicarium. El
uso del sistema FAST permitié reducir un 28% de aplicaciones de fungicidas (Montesinos & Vilardell,
1992). Gracias a estudios posteriores, se ajusté un modelo de pronéstico especifico para la mancha
marron del peral, lamado BSPcast (Montesinos et al., 1995). El modelo determina el momento en el
que las condiciones ambientales son favorables para la infeccién producida por S. vesicarium. El
BSPcast se obtuvo a partir de experimentos realizados bajo condiciones ambientales controladas y
se basa en una ecuacion polinomial que relaciona la gravedad de la enfermedad con la duracién del
periodo humedo y temperatura media de dichos periodos de humedad. Arroja un indice de riesgo
acumulado (CR), obtenido de la suma de los valores diarios de riesgo de infeccion (R) de los ultimos
3 dias, donde valores de CR de 0,4 o 0,5 se utilizan para la decisién de aplicaciones de fungicidas
(Llorente et al., 2012). Fue evaluado y validado en diferentes ensayos de campo en Espaiia e ltalia
bajo una amplia gama de variedades de pera y condiciones climaticas (Llorente et al., 2000). Para
aumentar la eficacia del control, se introdujeron modificaciones en el modelo, principalmente el uso
de un riesgo de infeccion diario (R) en lugar del riesgo de infeccion acumulativo (CR) de 3 dias para
guiar las aspersiones de fungicidas. Sin embargo, las modificaciones introducidas no dieron como
resultado un aumento de la eficacia del control de la enfermedad, en comparacién con el sistema
original (Llorente et al., 2012). El BSPcast se implementa actualmente como un sistema de alerta en
la red agrometeoroldgica de Servicios de Sanidad Vegetal de Cataluiia (Espafia) y del Servicio
Fitosanitario, Regional de Emilia-Romagna (Italia), también se esta empleado en Portugal, Bélgica y

los Paises Bajos. La eficacia del control de mancha marrén utilizando BSPcast es similar al que se
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consigue con las aplicaciones a calendario fijo, pero proporciona un ahorro promedio de fungicidas

del 30 % al 40 % (Llorente et al., 2000).

La resistencia a fungicidas, segiin FRAC, se refiere a una insensibilidad adquirida y heredable de un
hongo a un agente antifungico especifico. El desarrollo de la resistencia a fungicidas es un proceso
evolutivo, ya que el fungicida ejerce presién de seleccién sobre la poblacién del patégeno mientras
esta matando la poblacidn inicial o silvestre pero no a la poblacién alterada o mutante. El uso
excesivo o mal uso de un modo de accion fungicida puede acelerar significativamente estos cambios
en la poblacién (FRAC, 2019). En 1990 se registrd, en Italia, el primer caso de cepas de S. vesicarium
resistentes a procimidona (dicarboxamida), ocasionando fallas de control en aplicaciones a campo
(Brunelli et al., 1997; Collina et al., 2002; Alberoni et al., 2005). Se realizaron estudios para evaluar la
posible resistencia cruzada con otras dicarboxamidas, obteniendo que en las areas que habian tenido
un mal manejo de agroquimicos, la procimidona habia perdido totalmente su eficacia, mientras que
el nivel de resistencia observado para otras dicarboxamidas fue mucho menor (Alberoni et al., 2005).
En cuanto a las strobilurinas, a los 8 afios de su introduccién en Italia para el control de la mancha
marrén, su efectividad era muy buena y la sensibilidad de las cepas era comparable con los valores
de la linea base (Collina et al., 2007; Alberoni et al., 2010). Durante la temporada de 2006, se produjo
una falla importante de control en establecimientos productivos del noreste de Italia, en la region de
Emilia-Romagna, relacionado con una fuerte presion de seleccion. Los estudios realizados
confirmaron que las poblaciones de S. vesicarium recolectadas en este huerto eran altamente

resistentes a las strobilurinas (Collina et al., 2007).

En Europa se han realizado estudios de evaluacion de agentes de control biolégico contra la mancha
marrén del peral, pero aun no se lograron resultados de control eficiente. Se han aplicado
preparados de cepas de Trichoderma koningii y T. viride en arboles, pero la eficacia fue muy baja
(Ponti et al., 1993; Llorente et al., 2012). En condiciones de invernadero se lograron resultados
prometedores con cepas de Pseudomonas fluorescens, pero su actividad de control disminuy al ser

aplicado a campo (Montesinos & Bonaterra 1996; Montesinos et al., 1996; Llorente et al., 2012).

Se ha descrito que la produccién de inéculo sexual ocurre principalmente durante el otofio y el
invierno cuando se forman pseudotecios en el material vegetal muerto, principalmente en hojarasca
de peral (Llorente & Montesinos, 2004), y residuos de malezas (Rossi et al., 2005). Los métodos que
tienen cierta eficacia para reducir el inoculo primario son la trituracién, la remocidn de hojas en
invierno, asi como la aplicacién de productos a base de Trichoderma sp. durante el invierno y la

primavera. La aplicacion de compuestos de cobre y urea en diferentes dosis o momentos durante el
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otofo o el invierno no lograron presentar una reduccion consistente del nimero de ascosporas

atrapadas durante la temporada (Llorente et al., 2006).

El manejo integrado consiste en combinaciones de eliminacion de hojarasca durante el invierno,
aplicaciones de agentes de control bioldgico (formulas comerciales de Trichoderma spp.) durante el
final del invierno y la primavera, y la aplicacidn de fungicidas a los arboles durante la temporada de
crecimiento, programada segln el modelo BSPcast. En Europa, estos métodos se han probado por
separado o en combinacién durante varios afios (Llorente et al., 2006; Llorente et al., 2012). Los
tratamientos con fungicidas aplicados solos o combinados con métodos de saneamiento son los mds
efectivos, con una reduccion de la incidencia de la enfermedad en la fruta superior al 60% en
comparacién con el control no tratado. Los métodos de saneamiento, aplicados por si solos,
redujeron la incidencia de la enfermedad en un 30 a 60%, lo cual indica la importancia del manejo

del inoculo primario en el control de la mancha marrén del peral (Moragrega et al., 2018).

En Argentina, ningun fungicida tiene registro para el control de la mancha marrén del peral.
Actualmente, un reducido grupo de fungicidas cuenta con registro de uso en peral, segln Senasa,
(2022). Dentro del grupo de fungicidas con Actividad Multisitio (M) se encuentran registrados el
sulfato cuprico pentahidratado, el sulfato tribasico de cobre, Mancozeb, Tiram, Ziram, Captan, y
Folpet. En el grupo de Inhibidores de la Respiracién (C) se encuentran Boscalid y Pyraclostrobin.
Dentro del grupo de fungicidas de transduccién de sefiales (E) se encuentra el Fludioxonil, y en el

grupo de los de sintesis de proteinas y aminoacidos (D) se encuentra el Pirimetanil.

Edgington et al. (1971) definieron un criterio para asociar una sustancia fungicida con el nivel de
fungitoxicidad. Los autores elaboraron una escala, basada en las concentraciones de principios
activos que inhibian el 50% de la germinacion de esporas (50% concentracion inhibitoria - CI50) o en
los que controlaban el 50% de la severidad de la enfermedad (concentracidn efectiva del 50% - EC50).
Concentraciones menores a 1 mg L se consideran altamente tdxicas para el hongo, valores entre 1
y 10 mg L'! son moderados, entre 10 y 50 mg L™ son levemente fungitdxicos y arriba de 50 mg L%, no

tienen efecto toxico sobre el hongo.

Siendo Stemphylium vesicarium un patogeno de reciente deteccién en la zona, resulta indispensable

la generacidn de conocimiento local para su control.
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Objetivo general del capitulo

Evaluar la efectividad de fungicidas para el control del patdogeno a través de experimentos in vitro y

a campo.

Objetivos especificos

1. Evaluar in vitro el efecto de fungicidas comerciales sobre el crecimiento micelial de cepas de S.

vesicarium.

2. Evaluar in vitro el efecto de fungicidas comerciales sobre la germinacidn de las esporas de cepas

de S. vesicarium.
3. Evaluar in vitro el efecto de control preventivo y curativo de los fungicidas sobre hojas y frutos.

4. Valorar in vivo el control de la enfermedad mediante aplicaciones de fungicidas a campo.

Materiales y métodos

Patégeno

Se seleccionaron tres cepas de alta patogenicidad, identificadas como SF23, SF20, y SF8, las cuales

fueron previamente caracterizadas en el nivel morfoldgico, molecular y patogénico.

Fungicidas

Se utilizaron 4 fungicidas comerciales, tres de ellos contienen un Unico principio activo y uno consiste
en una mezcla de dos activos. Los fungicidas fueron Ziram® 76 WG (Agristar Argentina), que contiene
ziram, un fungicida preventivo (Codigo FRAC MO03); Merpan® 83 WP (Adama Argentina), que
contiene captan, un fungicida preventivo (Codigo FRAC M04); y Timorex Gold® 22.25 EC (Syngenta
Argentina), un fungicida preventivo y curativo de origen natural (cddigo FRAC 46), que contiene

extracto de Melaleuca alternifolia al 22,25 % P/V. El fungicida que contiene mezcla de activos fue
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Bellis® WG (Basf Argentina) compuesto por piraclostrobin (FRAC Cédigo 11) al 12,8% y boscalid (FRAC
Cddigo 7) al 25,2% (Tabla 7.1).

Merpan® (ftalamida) y Ziram® (ditiocarbamato) fueron incluidos en este estudio ya que son
productos de actividad multisitio, con baja probabilidad de produccidn de resistencia y aceptados
por SENASA para el cultivo de perales. Interfieren el mecanismo de respiracion de los hongos por lo
gue inhiben la geminacidn de las esporas y dificultan el crecimiento y desarrollo micelial.

Bellis® cuenta con registro para el control de dicha enfermedad en Espafia, donde se recomienda su
uso preventivo cuando haya riesgo de infeccion o al detectar los primeros sintomas de ésta,
repitiendo las aplicaciones, dependiendo de la mayor o menor presién de la enfermedad, y
realizando un maximo de tres tratamientos en la temporada, siempre alternando con otros
productos de distinto modo de accidn, evitando hacer mas de dos tratamientos sucesivos.
Timorex® se selecciond con el fin de contar con una herramienta organica. Este producto posee un
amplio espectro de accién, empledandose en Chile en el control preventivo y curativo de
enfermedades en frutales de carozo (damasco, durazno, nectarino, ciruelo y cerezo) y pepita
(manzano). En Argentina, este producto estd solo registrado para los cultivos de arandano, frutilla,
pimiento, tomate y vid. Estd formulado a base del extracto de Melaleuca alternifolia, llamado
comunmente “arbol del té”. Causa inhibicion del desarrollo de la germinacion de esporas, inhibicion
del crecimiento del micelio y lesién expansiva; inhibicidn en la produccién de esporangios, mediante
supresion y erradicacion de colonias de los patdgenos presentes en los frutos y hojas. Si bien este
fungicida no cuenta con registro en el cultivo de peral, se considerd pertinente la prueba de su

eficiencia para el control del patogeno.

Inhibicidn in vitro del crecimiento micelial de S. vesicarium

Para la preparacién de los medios con fungicida se trabajé con medio PDA (Anexo |), esterilizado en
autoclave por 15 min a 121°C. Luego de haber alcanzado unos 40-45 °C, se afiadieron las soluciones
correspondientes de cada fungicida, hasta obtener el rango de concentraciones de estudio (Tabla
7.1).

Cultivos monospdricos de las tres cepas de S. vesicarium se cultivaron en medio PDA en placas Petri
y se mantuvieron a 25 °C durante 7 dias. Del borde de estas colonias se tomaron discos de 5 mmy
se los coloco individualmente en el centro de las placas con fungicida (Alberoni et al., 2005). Se

utilizaron placas de Petri con PDA sin fungicida como controles.

199



Las placas se incubaron a 25 °C y en oscuridad durante 7 dias y se registraron los diametros de las

colonias (mm) cada 24 horas. Se usaron tres repeticiones (tres placas por cepa y concentracion de

fungicida), y el experimento se realizd tres veces.

Tabla 7.1: Formulacidn y concentraciones de los fungicidas (ug mL?) utilizados en los ensayos

de crecimiento micelial, germinacion de conidios, inoculacién de frutos in vitro y pruebas de

control a campo.

Principio activo Ensayo
Fungicida y formulacién
Crecimiento Germinacion Frutos in vitro Ensayos a
micielial de esporas (dosis campo
recomendadas) (dosis
recomendadas)
Boscalid (252 g 0,01,0,1,1, 0,1, 1, 10, 50, 500 500
Bellis® kgl) + 10, 50, 100 100
Pyraclostrobin
(128 g kg™)
Ziram® Ziram (760 g kg'l) 0,1,0,5, 1, 0,1, 1, 10, 50, 2000 2000
10, 50, 100 100
Captan (830 g kg 0,1, 1, 10, 0,1,1, 10, 2000 NE*
Merpan® 1 100, 500, 100, 500,
1000 1000
Melaleuca 0,1, 1, 10, 0,1,1, 10, 135 NE*
Timorex alternifolia 100, 500, 100, 500,
Gold® extract (222,5g L 1000 1000

Y

NE: No evaluado
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Inhibicidn in vitro de la germinacién de esporas de S. vesicarium

Las cepas se cultivaron en medio AA (Anexo |) en cajas de Petri y se incubaron por 20 dias a 20-25 °C
y 16 h de fotoperiodo bajo luz azul-negra hasta la esporulacién completa (Tanahashi et al., 2017;
Temperini et al., 2022). Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, bajo flujo laminar, sus
superficies se frotaron suavemente con un asa después de agregar 9 mL de ADE y una gota de Tween
20. La suspension se filtrd a través de una gasa y se ajustd a una concentracién de 5 x 10° conidios
mL™.

Las suspensiones se colocaron en tubos de 9 mLy se mezclaron con una suspensién acuosa de cada
fungicida, alcanzando una concentracion uniforme de conidios de 1 x 10° conidios mL* en un
volumen final de 4 mL, para cada combinacién de fungicida y dosis. La suspensién de conidios sin
fungicida fue el tratamiento control. Se usaron tres repeticiones para cada concentracién de
fungicida. Los tubos se incubaron a 25 °C y cada hora se controlé el porcentaje de germinacién del
tratamiento testigo, tomando alicuotas y contando 100 conidios.

Una vez que el control alcanzé el 100% de germinacién, se contaron bajo microscopio éptico los
conidios germinados de cada tratamiento. Con los conteos obtenidos se calculé el porcentaje de

inhibicién de cada tratamiento. El ensayo se realizé dos veces.

Ensayo in vitro sobre frutos

La inoculacién de frutos se realizd por aspersién con atomizador manual, aplicando 3 mL de
suspension de esporas por fruto de la cepa SF23 (que previamente fue identificada como altamente
patogénica), ajustada a 5 x 10* conidios mL? (adaptado de Marchi et al., 1995).

Se realizaron tratamientos preventivos y curativos (Figura 7.1). Para los tratamientos preventivos,
los fungicidas se aplicaron en arboles del cultivar D'Anjou, espaciados a 4x4 m, ubicados en el
Estacion Experimental Agricola Alto Valle (EEA) del INTA (39°01'45.1"S 67°44'33.5"0), con una
fumigadora motorizada (Still-SR 420). Los frutos se recolectaron los dias 1, 7 y 15 desde la aplicacién,
se trasladaron al laboratorio y se inocularon. También se recolectaron frutos que solo fueron
tratados con agua, a los que se les aplicd la suspension de conidios, como tratamientos testigo.
Para los tratamientos curativos, los frutos se tomaron al azar de cinco arboles sin tratar en buenas
condiciones nutricionales y sanitarias ubicados en la misma huerta. Los frutos se llevaron al
laboratorio y se desinfectaron por inmersién durante un minuto en una solucién de hipoclorito de
sodio al 1%, y se enjuagaron tres veces con ADE. Una vez secos, se inocularon. Los tratamientos

curativos se aplicaron a las 24 horas después de la inoculacidn, con un atomizador manual.
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Fungicidas y concentraciones (ug mL?)

)

Bellis® (Boscalid +

T ®
Merpan® (Captan) Ziram® (Ziram) Timorex Gold® (Melaleuca
Pyraclostrobin)

alternifolia extract)

0.01,0.1, 1, 10, 50, 100 0.1, 1,10, 50, 100
0.01,0.1, 1, 10, 50, 100 0.1, 1, 10, 100, 500, 1000

Dosis de uso: 2000
Crecimiento micelial

Germinacion

Ensayos in vitro sobre frutos

Tratamientos preventivos Tratamientos curativos

2. Inoculacién

4. Incubacién 3. Inoculacién

4. Incubacién 3. Tratamientos a las 24

Ensayos de control a campo
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Figura 7.1: Esquema de los ensayos realizados.



Los frutos utilizados como control fueron inoculados y no recibieron tratamiento con fungicida.

En ambos ensayos (preventivo y curativo) se utilizaron 20 frutos por tratamiento y tiempo, colocados
dentro de cdmaras himedas construidas por un recipiente plastico con soporte individual para cada
fruto.

Para mantener las condiciones de humedad, el fondo de cada recipiente se cubrié con una toalla de
papel, a la que se le aplicé un volumen de agua hasta saturacion.

Los frutos se incubaron durante 7 dias a 25°C, después de lo cual se conté el nUmero de manchas
desarrolladas en cada fruto. Los resultados se expresaron como incidencia (porcentaje de frutos

afectados) y severidad (nUmero de manchas por fruto).

Ensayos de control a campo

Se evaluo la eficacia de dos fungicidas (Ziram® y Bellis®) para el control de la enfermedad, en
condiciones de campo (Figura 7.1). El estudio se llevo a cabo en arboles del cv. D'Anjou, espaciados
a 4x4 m, pertenecientes a un establecimiento productivo con registro previo de la enfermedad,
ubicado en 39°04'04.5"S 67°36'15.1"W. Los tratamientos se aplicaron de 1 a 10 dias antes de
prondstico de lluvia. Arboles tratados con agua sirvieron como controles.

Se emplearon 10 repeticiones de 5 arboles por tratamiento y el ensayo se realizé en dos temporadas

consecutivas. La incidencia se determind por el conteo de 250 hojas por repeticidn.

Disefio y analisis estadistico

Los ensayos de crecimiento micelial y germinacion emplearon un diseio bifactorial, con tres
repeticiones por combinacién de dosis de tratamiento y cepa. Las concentraciones efectivas de cada
fungicida para inhibir el 50 % del crecimiento del micelio o la germinacién de esporas (valores de
EC50) se estimaron mediante un enfoque de regresidn no lineal con el paquete medrc (Gerhard &
Ritz, 2018). Se ajusté un modelo log-logistico no lineal con tres parametros (LL.3) para generar curvas
dosis-respuesta para cada fungicida, considerando a la cepa como efecto aleatorio. Se compararon
los valores de EC50 de los distintos fungicidas mediante la funcion EDcomp() del paquete "drc" (Ritz

et al.,, 2019).

Para los ensayos in vitro con frutos, se utilizé un disefio completamente aleatorizado con estructura
factorial, con los factores tratamiento y tiempo de aplicaciéon. Se analizé el impacto del fungicida y
el momento de la aplicacion sobre la gravedad de la enfermedad (manchas por fruto). Tanto para los
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tratamientos curativos como para los preventivos se ajustaron modelos lineales generalizados
mixtos, con las variables réplicas y repeticién del experimento como efectos aleatorios, para

aumentar el poder del analisis.

En el caso de los ensayos a campo, se analizd el efecto del fungicida en la proporcién de hojas
afectadas en cada tratamiento, considerando el efecto de la temporada. Se ajusté un modelo lineal
generalizado, de familia binomial, donde la proporcidn de hojas afectadas fue la variable respuesta,
el tratamiento y la temporada fueron los efectos fijos. Para realizar la comparacién de medias se

utilizo el test de Tukey.

Para todos los modelos se evalué la bondad de ajuste. Para la comparacion de las medias de los
tratamientos se utilizaron los contrastes de Tukey. El analisis se realizé mediante el software R

(versidn 4.2.3; R Core Team, 2023).

Resultados

Inhibicidn in vitro del crecimiento micelial de S. vesicarium

El didametro medio de colonia de las tres cepas en el tratamiento control a los siete dias de incubacidn
fue de 57,56 + 2,01 mm. Todos los fungicidas estudiados mostraron un aumento de la eficacia de

control a medida que aumento su concentracion.

De los fungicidas utilizados, Bellis® fue el que mas inhibid el crecimiento del micelio, con valores
medios de EC50 de 0,02 pg mL?. Ziram® y Merpan® fueron menos efectivos, con valores medios de
EC50 de 6,45 y 24,51 respectivamente. Timorex®, requirié mayores concentraciones para inhibir el

crecimiento micelial, con valores promedio de EC50 de 112,84 (Tabla 7.2).
Los valores de EC50 de los cuatro los fungicidas fueron estadisticamente diferentes (p < 0,0001).

En la Figura 7.2 se pueden apreciar los didmetros de colonia de la cepa SF23 a los 7 dias de incubacidn
en las distintas concentraciones de fungicidas utilizadas y en la Figura 7.3 las curvas dosis-respuesta

de los fungicidas para el crecimiento micelial.
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Figura 7.2: Crecimiento micelial a los 7 dias de incubacién en las distintas concentraciones
de cada fungicida.
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Inhibicidn in vitro de la germinacidn de esporas de S. vesicarium

La germinacion media en el control fue del 100%. El tratamiento con Bellis® fue el que requirid

menores concentraciones para inhibir la germinacidn conidial, con un valor medio de EC50 de 0,02

pg mL

Ziram® y Merpan® presentaron valores medios de EC50 de 0,15 y 1,13 pug mL?, respectivamente.

Timorex® fue el producto menos efectivo contra la germinacién conidial, presentando un EC50 medio

de 289.03 (Tabla 7.2).

Los valores de EC50 obtenidos para los cuatro fungicidas mostraron diferencias significativas (los

valores de p de estas comparaciones fueron < 0,0001).

Tabla 7.2: Concentracion efectiva 50 (ug mL™) de los fungicidas para el crecimiento micelial

y germinacién de esporas de S. vesicarium. Las medias seguidas por la misma letra no son

significativamente diferentes entre si segun el test de Tukey

Ingrediente activo y grupo Crecimiento
Fungicida Germinacion
quimico micelial
(EC50 * DE)
(EC50 £ DE)
Boscalid (carboxamida) +
Bellis® Pyraclostrobin 0,029 £ 0,00 0,02 £ 0,00 a
(stobilurina)
Ziram® 6,45+ 0,61 0,15+0,03 b
Ziram (ditiocarbamato)
Merpan®
Captan 24,51+ 1,62 1,13+0,02 c
(ftalamida)
Extracto de Melaleuca 112,84 +
Timorex® 289,03 + 34,06 d
alternifolia (monoterpenos 22,16

monociclicos)
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Figura 7.3: Curvas de dosis-respuesta de los fungicidas Bellis®, Ziram?®,

Merpan®y Timorex® para el crecimiento micelial de los aislamientos de

S. vesicarium.
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Figura 7.4: Curvas de dosis-respuesta de los fungicidas Bellis®, Ziram®,
Merpan®y Timorex® para la germinacién conidial de los aislamientos de S.
vesicarium.
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Ensayo in vitro sobre frutos

Los frutos control presentaron un 100% de incidencia, con una severidad media de 76 manchas por

fruto.

En el tratamiento con Bellis®, los frutos inoculados el dia 1 (24 horas después de la aplicacién del
tratamiento), presentaron un 90% de frutos sin manchas. Los frutos inoculados en los dias 7 y 15
mostraron un incremento en la incidencia del 75 y 80 % respectivamente. Sin embargo, la mayoria

de los frutos afectados presentaron menos de 5 manchas cada uno.

Los frutos tratados con Captan® e inoculados el dia 1 mostraron una incidencia del 45 %, y frutos
afectados presentaron menos de 5 manchas. Los frutos inoculados el dia 7 presentaron una
incidencia del 60 %, con la mayor proporcion de frutos afectados con menos de 5 manchas, mientras
que los inoculados el dia 15, presentaron un 80 % de incidencia y una severidad de mas de 5 manchas

por fruto.

Con respecto al tratamiento con Ziram®, los frutos inoculados en los dias 1 y 7 presentaron 55 y 60
% de incidencia, mientras que a los 15 dias todos los frutos inoculados presentaron alguna mancha

(55% hasta 5 manchas y el 45% restante mas de 5 manchas).

Todos los frutos tratados con Timorex® presentaron mas de 5 manchas cada uno, en todos los

tiempos de inoculacidn, al igual que los frutos control.

El andlisis estadistico indico que la severidad (nimero de manchas por fruto) presenté diferencias
significativas entre los tratamientos aplicados en diferentes dias, segln los resultados del ANOVA (p
< 0.0001). Todas las combinaciones de tratamientos se sometieron al test de Tukey, anidado por el
factor tiempo entre aplicacidn e inoculacién. Cuando la inoculacidn se realizé el dia 1, el tratamiento
mas eficiente para disminuir la gravedad de la enfermedad fue Bellis® (grupo a), seguido de Merpan®
(ab), y Ziram® (grupo b), mostrando una reduccién de entre 99 y 98 % de manchas por fruto.
Timorex® mostré la menor eficiencia (grupo c), sin embargo, presenté diferencias significativas con
respecto a los frutos no tratados, logrando una reduccion del 73,7% de las manchas en los frutos

(Tabla 7.3).

En cuanto a los frutos inoculados el dia 7, Bellis®, Merpan® y Ziram® (a) fueron los tratamientos mas
eficientes, mostrando una reduccién de aproximadamente el 97 % de la severidad de la enfermedad,

con diferencias significativas con respecto a Timorex® (b) y al control (c), pero no entre ellos.
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Timorex® logrd reducir la gravedad de la enfermedad en un 28,5 %. Se obtuvieron resultados

similares para los tratamientos en el dia 15, sin embargo, la reduccién en la severidad de la

enfermedad fue menor. En la Figura 7.5 se puede observar el nimero de manchas que se produjeron

en cada tratamiento.

Tabla 7.3 : Eficacia de tratamientos preventivos en peras D'Anjou, aplicados 1, 7 y 15 dias

antes de la inoculacidn con la cepa SF23 de S. vesicarium. Las medias seguidas por la misma

letra no son significativamente diferentes entre si segun el test de Tukey, anidado por tiempo.

Tiempo Tratamiento Incidencia, Severidad, Control de Grupo
entre el porcentaje de manchas por severidad
tratamiento frutos afectados fruto
yla (media + DE) (media + DE)

inoculacién
Bellis® 12,50 £ 5,23 0,12 + 0,06 99,8 a
Merpan® 45,00 + 7,87 0,50+0,14 99,3 ab

1
Ziram® 60,00 + 7,75 1,11 +1,23 98,5 b
Timorex® 100,00 + 0,00 19,44 £ 1,33 73,7 c
Control 100,00 + 0,00 73,85 +3,22 0 d
Bellis® 67,50+ 7,41 2,79+0,41 96,3 a
Merpan® 70,00 + 7,25 2,32+0,36 96,9 a

7
Ziram® 57,50 + 7,82 1,49+0,28 98,0 a
Timorex® 100 £+ 0,00 54,18 + 2,60 28,5 b
Control 100 + 0,00 75,95 + 3,29 0 (o
Bellis® 82,5+6,01 4,31+0,54 94,6 a
Merpan® 80,00 + 6,32 10,29 £1,26 87,1 b

15
Ziram® 95,00 + 3,45 6,12 £ 0,66 92,3 ab
Timorex® 100,00 + 0,00 57,50+2,71 28,0 c
Control 100,00 + 0,00 79,87 +3,41 0 d
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Figura 7.5: Severidad (manchas por fruto) en los tratamientos preventivos con Bellis®,
Merpan®, Ziram®, y Timorex® en peras D'Anjou, aplicados 1, 7, y 15 dias antes de la

inoculacién con la cepa SF23 de S. vesicarium, en las repeticiones 1y 2 del ensayo.

Tratamientos curativos

Los frutos inoculados que no recibieron ningln tratamiento fungicida presentaron un 100 % de
incidencia, con un promedio de 28 manchas por fruto. Los resultados indicaron que, de los frutos
tratados con fungicidas, Timorex® fue el que presentd mayor severidad. La incidencia fue del 90% en
el caso de Bellis®, 95% para Merpan® y Ziram®, y 100 % en el caso de Timorex®. En la Figura 7.6 se

puede apreciar el nimero de manchas por fruto por tratamiento y repeticion del ensato.

Segun ANOVA, los tratamientos tuvieron un efecto significativo (p< 0,0001), pero la repeticion del
ensayo no tuvo significancia, por lo que los datos se analizaron juntos. El test de Tukey indicé que los

fungicidas presentaron diferencias significativas con el control, siendo Ziram®, Merpan® y Bellis® los
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mas efectivos (Tabla 7.4). El tratamiento con Bellis® logré una reduccion de la severidad del 82,8 %,

Ziram® del 81,4 %, Merpan® del 80,4 % (a) y Timorex® del 37,2 % (b).

Tratamiantos curativos
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Figura 7.6: Severidad (manchas por fruto) registrada en los tratamientos
curativos en peras D'Anjou, aplicados 24 horas después de la inoculacidn,
para las repeticiones del ensayo.

Tabla 7.4: Eficacia de tratamientos curativos en peras D'Anjou, aplicados a las 24 horas

después de la inoculacion con la cepa S. vesicarium SF23. Las medias de severidad seguidas

por la misma letra no son significativamente diferentes entre si segin el test de Tukey.

Tratamiento

Incidencia, porcentaje Severidad,

Control de Grupo

de frutos afectados manchas por fruto severidad

(media £ DE) (media £ DE) (%)
Bellis” 90,00 + 4,74 4,80 £ 0,44 82,8 a
Merpan® 97,50+ 2,68 5,47 + 4,80 80,4 a
Ziram® 95,00 + 3,44 5,18+ 4,64 81,4 a
Timorex” 97,50+ 2,46 17,53 +1,32 37,2 b
Control 100,00 + 0,00 27,95 11,96 0 c
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Ensayos a campo

No se detectaron sintomas de infeccidn natural por S. vesicarium en los frutos debido a los factores
ambientales ligeramente predisponentes. Sin embargo, dado que los sintomas si se detectaron en

las hojas, se pudo determinar la proporcién de hojas afectadas.

El modelo ajustado para la proporciéon de hojas afectadas mostré que hubo una interaccidn
significativa entre el tratamiento fungicida y la temporada. En la primera temporada (2018-2019),
Bellis® y Ziram® lograron reducciones del 42,6 % y 56,5 % en la incidencia de la enfermedad en
comparacion con el control, respectivamente. Mientras que en la segunda temporada (2019-2020),
Bellis® y Ziram® presentaron redujeron la incidencia en un 88,5% y 69,3%, respectivamente (Tabla

7.5).

Tabla 7.5: Eficacia de los fungicidas Bellis® y Ziram® aplicados en el campo durante dos
temporadas para el control de mancha marrén del peral, en arboles del cv. D'Anjou. Las
medias de incidencia seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes entre

si segun el test de Tukey, anidado por temporada.

Control de
Incidencia, porcentaje de
Tratamiento Temporada incidencia Grupo
hojas afectadas (media + DE)

(%)
Bellis® 2,48 £1,26 42,6 a
Ziram® . 1,88 +0,71 56,5 a
Control 4,32 +2,04 0 b
Bellis® 1,08 +0,53 88,5 a
Ziram® 5 2,88 +1,86 69,2 b
Control 9,80 + 4,54 0 C

Segun el test de Tukey, en la primera temporada los tratamientos Ziram® y Bellis® tuvieron un efecto
similar, mientras que en la segunda temporada Bellis® fue mas eficaz que Ziram® en la disminucién

de los sintomas (Figura 7.7).
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Figura 7.7: Efecto de la aplicacion preventiva de los fungicidas a campo. Incidencia
(envalores de porcentaje de hojas afectadas) segun tratamiento y temporada. Medias
con letras diferentes son significativamente diferentes segin el test de Tukey,
anidado por temporada.

Discusion

La mancha marrén del peral es una enfermedad de reciente aparicidn en la zona del Alto Valle de
Rio Negro, y debido a que no existian hasta el momento estudios locales sobre su control, se decidié
realizar esta investigacion. Se buscaron productos quimicos que inhiban la germinacion de los
conidios, el crecimiento del micelio, y reduzcan la aparicidon y desarrollo de sintomas en frutos y

hojas.

Segun los valores de EC50 obtenidos y siguiendo los criterios definidos por Edgington et al. (1971),
se puede afirmar que, para la inhibicién del crecimiento micelial, el Unico fungicida altamente téxico
fue Bellis®; Ziram® fue moderadamente téxico; Merpan® fue levemente tdxico; y Timorex® no tuvo
efecto téxico sobre S. vesicarium. En cuanto a la inhibicién de la germinacién de esporas, Bellis®,

Ziram® y Merpan® fueron altamente toxicos para el hongo, mientras que Timorex® no fue toxico.
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Los fungicidas evaluados en este trabajo tienen diferentes modos de accién, el pyraclorstrobin, un
componente de Bellis®, es un inhibidor externo de la quinona (Qol), que inhibe la respiracion
mitocondrial al bloquear el transporte de electrones en el complejo citocromo bcl (complejo 1l1)
(FRAC, 2021). Los Qols controlan una variedad de patégenos flingicos mediante la inhibicién de la
germinacion de esporas y el crecimiento del micelio (Anke, 1995; Bartlett et al., 2002). Boscalid, el
otro componente de Bellis®, es un inhibidor de la succinato deshidrogenasa (FRAC, 2021), es eficaz
contra diferentes etapas del desarrollo fungico, principalmente contra la germinacion de esporas, el
alargamiento del tubo germinativo, pero también inhibe otras etapas, como la formacion de
aspersorios y el crecimiento del micelio (Stammler, 2008). El efecto penetrante de este fungicida
podria explicar la alta sensibilidad in vitro que presentaron las cepas de S. vesicarium, tanto en la
germinacion de conidios como en el crecimiento del micelio. Hay registros de casos de resistencia a
strobilurinas como kresoxim-metil, trifloxistrobin, y piraclostrobin en perales italianos (Collina et al.,
2007; Alberoni et al., 2010). De acuerdo con los resultados obtenidos, las cepas estudiadas no
mostraron resistencia al fungicida que contenia strobilurina. Sin embargo, si el objetivo fuera
comprobar que no existe resistencia en las cepas locales, un estudio a nivel poblacional seria el mas
indicado. Merpan® (que contiene captan) es un fungicida no penetrante, con actividad multisitio
(FRAC, 2021), cuyo modo de accidn se basa en la reaccidén con tioles (Gordon, 2010). Inhibe la
germinacidon de conidios al interrumpir la respiracién, que convierte la glucosa en piruvato
(Hochstein y Cox, 1956; Gur et al., 2020). Esto podria explicar las diferencias observadas en este
trabajo entre los valores de EC50 de germinacién de esporas y crecimiento micelial. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Gur et al. (2020) para la germinacién de conidios y crecimiento
micelial de Alternaria alternata f.sp. mali. Ziram también es un fungicida no penetrante con actividad
multisitio (FRAC, 2021), que actua interfiriendo con las enzimas involucradas en el proceso de
respiracién e inhibiendo la germinacion de esporas (Dattatray et al., 2020). De acuerdo con los
resultados obtenidos, Ziram® alcanzé valores de EC50 mas bajos que Merpan® para ambos ensayos.
Estos dos ultimos fungicidas, se incluyeron en el presente estudio debido a su naturaleza multisitio y
al hecho de que los hongos no pueden desarrollar facilmente resistencia a ellos. Timorex® (que
contiene extracto de Melaluca alternifolia) causa la ruptura de la membrana celular fungica (FRAC,
2021) y se recomienda contra un amplio espectro de ascomicetes y enfermedades bacterianas de las
plantas. La motivacion para incluir este fue su naturaleza organica y no generadora de resistencia,
pero sus resultados en la germinacién de esporas y el control del crecimiento micelial mostraron una

capacidad de inhibicion limitada frente a las cepas de S. vesicarium utilizadas.

La eficacia de los tratamientos preventivos y curativos contra el desarrollo de la mancha marrdn se

comprobd con ensayos de inoculacion in vitro sobre frutos. Todos los fungicidas no penetrantes
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deben ser considerados agentes preventivos o protectores, y algunos fungicidas penetrantes
también pueden tener accidon preventiva o protectora. Los fungicidas penetrantes, como Bellis®, son
capaces de inhibir el crecimiento fungico dentro de los tejidos vegetales antes de que se observen
sintomas y signos, acttan principalmente durante el periodo de incubacién paralizando el proceso
infeccioso (Bartlett et al., 2002; Amaro et al., 2020; Carmona et al., 2020). En el presente estudio se
evaluaron fungicidas con diferentes modos de accion para establecer la mejor estrategia de control
de la enfermedad. En las pruebas realizadas, los tratamientos preventivos lograron reducir
significativamente la incidencia y la severidad de la infeccién de mancha marrén, mientras que los
tratamientos curativos no fueron igualmente efectivos. El tratamiento mas efectivo fue Bellis®
aplicado preventivamente un dia antes de la inoculacién. Estos resultados fueron razonables debido
a su modo de accién penetrante. La efectividad mostrada por Merpan® y Ziram® podria atribuirse a
su actividad multisitio y capacidad para inhibir la germinaciéon de las esporas. En cuanto a la
incidencia, no hubo diferencias entre los frutos tratados con Timorex® y los frutos control. Sin
embargo, los valores de severidad indican que los frutos tratados con Timorex® presentaron menos

manchas que los frutos no tratados.

Los resultados mostraron que, si bien los tratamientos lograron reducir el nivel de la enfermedad, su
efectividad se redujo a medida que transcurriod el tiempo desde la aplicacién, posiblemente debido
a la degradacion natural del producto. Segun Llorente (1997), los fungicidas aplicados curativamente
son ineficaces para el control de la enfermedad. Esto puede explicarse por la liberacién de toxinas
SV que ocurre después de la germinacion (Singh et al., 1999). En consecuencia, si se aplica el fungicida
una vez que ya se ha producido la infeccién, se inhibe la germinacién o alargamiento del tubo
germinativo, pero si ya se ha liberado la toxina, se provocard inevitablemente la necrosis (Llorente
1997; Llorente & Montesinos, 2006; Singh et al., 1999). Sin embargo, si no se pudieron realizar
tratamientos preventivos, seria necesario evaluar la posible utilidad de un tratamiento curativo,
aunque no sea el momento mas indicado. Los niveles de reduccién de la enfermedad obtenidos en
este trabajo por los tratamientos curativos no fueron los adecuados, coincidiendo con Llorente &
Montesinos, 2006. No redujeron la incidencia de la enfermedad, pero si lograron una reduccién de
la severidad del 50 %. Si consideramos la importancia del manejo del indculo, una aplicacién curativa
podria lograr una reduccion considerable. Se sabe que la velocidad de germinacion de las esporas de
S. vesicarium depende de la temperatura y disponibilidad de agua en el tejido vegetal (Montesinos
et al., 1995; Llorente & Montesinos, 2006). De esta forma, si las temperaturas son bajas, la
germinacidon es mas lenta y los tratamientos curativos podrian tener efectos significativos en la
reduccion de los niveles de la enfermedad. Los altos niveles de infeccion observados en los ensayos

in vitro sobre frutos se debieron a las condiciones favorables de incubacién y a la cantidad de inéculo
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utilizada. Ponti et al. (1993) demostraron que en condiciones climaticas muy predisponentes y con
un alto nivel de inéculo, es muy dificil lograr un control 100 % efectivo, alin con el mejor manejo de
las aplicaciones de fungicidas. Segun Llorente & Montesinos (2006), para que la infeccién ocurra se

requiere un minimo de 6 h de humedad a la temperatura dptima de 20 - 25 °C.

Los resultados obtenidos en los ensayos de campo indicaron un adecuado nivel de control de los
tratamientos con Bellis® y Ziram®, presentando diferencias significativas con frutos no tratados. El
control logrado por el fungicida de contacto y el penetrante fue similar en la primera temporada. En
esta temporada, las condiciones predisponentes se presentaron a los 10 dias de aplicados los
tratamientos. Si esto es comparado con los resultados de los tratamientos preventivos in vitro, los
resultados de ambas pruebas indicaron que los tratamientos preventivos con fungicidas penetrantes
Yy no penetrantes tuvieron una eficacia similar. En la segunda temporada, el nivel de la enfermedad
en el tratamiento control fue mayor que en la primera, y Bellis® presentd una mayor disminucion en
la incidencia de la enfermedad que Ziram®. En las dos temporadas analizadas, la temperatura fue
inferior a la ideal para que se presentara la enfermedad, por lo que no se registraron dafios en frutos.
Sin embargo, se pudieron establecer diferencias a partir de la proporcién de hojas afectadas en los

distintos tratamientos.

Los resultados presentados en este trabajo son los primeros sobre la eficacia de control de diferentes
fungicidas contra cepas locales de S. vesicarium, los cuales pueden ser utilizados para un manejo mas
eficiente de la enfermedad en la regién del Alto Valle. Sin embargo, seria interesante continuar con
los estudios de campo, con el objetivo de probar fungicidas de diferentes modos de accién en

condiciones climaticas mas predisponentes para la enfermedad.
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Conclusiones parciales

Este estudio permitiod identificar a Bellis®, Ziram®, y Merpan® como posibles herramientas de manejo
de la mancha marrén del peral. Bellis® fue el fungicida mas eficaz para prevenir la germinacién de
esporasy el crecimiento del micelio, demostrando EC50 menores que el resto. Ziram®, fue el segundo

mejor.

Los tratamientos preventivos fueron los mas efectivos para reducir la incidencia y la severidad de la
mancha marrdén. Si una estrategia curativa fuera la Unica posibilidad, los tratamientos deberian
aplicarse lo antes posible luego de que ocurrieran las condiciones predisponentes para la

enfermedad.

Debido a que resulta fundamental el uso racional de los agroquimicos a fin de evitar la aparicién de
cepas resistentes, es necesario contar con una variedad de grupos quimicos que permita efectuar las
rotaciones correspondientes. Por esto, los estudios de control a campo deben continuar en el drea
de estudio, a fin de obtener mds informacién sobre la efectividad de los fungicidas evaluados y

también de otros principios activos.

Debido a la importancia econdmica de la produccién de pera en la zona del Alto Valle, y al hecho de
que la generacion de conocimiento local es crucial, se planea continuar con ensayos de control de

campo y andlisis de sensibilidad a nivel de poblacién de aislamientos.
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En esta tesis se realizo la caracterizacion de la enfermedad conocida como mancha marrén del peral,

asi como de su agente causal, Stemphylium vesicarium.

Se identificd morfoldgica y molecularmente al patégeno, constituyendo la primera identificacion

molecular de S. vesicarium sobre perales en Argentina.

Se confirmo el ciclo de vida del patogeno en el area del Alto Valle. Se logré caracterizar la formacion
y evolucion de sus estructuras invernantes en los restos vegetales de peral. Los pseudotecios se
desarrollan en hojas durante el invierno, beneficiados por las temperaturas bajas y la humedad alta.
A partir de los meses de octubre y noviembre existe una cantidad considerable de ascosporas
maduras. Las ascosporas se encuentran disponibles hasta la época de cosechay el periodo posterior

a la misma.

Se verificé la formacidn de inéculo sexual y asexual sobre restos herbaceos. Las malezas muertas

presentes en el suelo del monte frutal podrian constituir una importante fuente de inéculo.

Se realizé un seguimiento del desarrollo de la enfermedad por cuatro afios, logrando determinar que
la intensidad de precipitacién y el nimero de horas de hoja mojada son los pardmetros que mas

influyen en el desarrollo de la enfermedad.

De los monitoreos realizados en campos de perales, se puede concluir que las variedades mas
afectadas fueron Abate Fetel y D'Anjou, presentandose en ellas sintomas a nivel de fruto y de hoja,
desarrollando estas ultimas la tipica mancha en forma de “V”. En arboles de la variedad Packham's,
menos sensible que las dos anteriores, se vieron afectados los frutos y en muy baja proporcién sus

hojas. Mientras que en Williams practicamente no se registraron sintomas.

En los ensayos in vitro se demostré que las principales variedades de peral cultivadas en Argentina
presentan diferentes susceptibilidades a la enfermedad. La principal variedad cultivada en la zona,
Williams, es poco sensible a la enfermedad, Packham's es medianamente sensible, mientras que
D'Anjou y Abate Fetel son muy sensibles. Ademas, se verificd que la edad de los tejidos vegetales
tiene influencia sobre la susceptibilidad, siendo los estadios de fruto mds pequefio, los mas
susceptibles, asi como las hojas jévenes de los brotes en crecimiento. Sin embargo, las variedades

que son sensibles pueden ser afectadas por la enfermedad en cualquier momento de su desarrollo.

Se lograron seleccionar tres fungicidas para el manejo de la enfermedad: Bellis®, Ziram®, y Merpan®,

asi como también, confirmar que el uso preventivo de los mismos es el mas eficiente.
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Se determind que los aislamientos locales podrian producir las toxinas hospedador especifico,

causantes de la necrosis venosa que da a la enfermedad el sintoma caracteristico.

Los bioensayos de toxicidad indicaron la posible produccién de compuestos toxicos.

Stemphylium vesicarium presenta su maximo crecimiento en el rango de 25-30 °C. Temperaturas
elevadas resultan limitantes, ya que a los 37 °C el crecimiento se detuvo. A temperatura de
conservacién en postcosecha (0 °C), el hongo es capaz de crecer, aungue con un avance mas lento.
La actividad de agua (aw) que posibilita el dptimo desarrollo de S. vesicarium es de 0,99. A medida

que se disminuye el valor de ay el crecimiento disminuye, pero no se detiene hasta 0,88.

Se verificd que el medio de cultivo agar V8 fue el mejor para la produccidn de inéculo del patdgeno,
ya que la produccion de conidios fue la mas abundante. El segundo mejor medio de cultivo AA, en el
cual la esporulacién también resulté muy abundante, constituyendo una alternativa adecuada. El
medio de cultivo basado en el sustrato natural (pulpa de pera), asi como PZA y PDA, no se consideran

aptos para producir conidios en cantidades suficientes.

Considerando que es muy importante adoptar medidas preventivas de control para lograr un manejo
adecuado de la mancha marrdén del peral, se continuara con el analisis de registros climatoldgicos y
con el monitoreo de la enfermedad, a fin de lograr la validacién o adaptacion del modelo BSPcast a

nivel local, o el desarrollo de un modelo predictivo propio.

Estudios futuros podrian evaluar el efecto de la aplicacién de formulados de Trichoderma para el
control del indculo primario de la enfermedad, ademas de la evaluacion del uso de otros compuestos

orgdnicos y de sintesis para el manejo de la enfermedad.

Se trabajara en confirmar de la produccion de las toxinas SV por los aislamientos locales, asi como la
determinacion de otros metabolitos secundarios, con el fin de establecer el potencial fitotéxico del

patégeno y el riesgo que los metabolitos podrian representar para la salud humana.
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Anexo |: Composicidén de medios de cultivo y soluciones

Medios de cultivo

Agar Agua (AA)

Agar agar Merk® 20¢g

Agua destilada 1L

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

Agar Papa Dextrosa (PDA)

Agar papa glucosado Merk® 39g

Agua destilada 1L

Preparacion: 39 g de polvo por litro de agua. Esterilizar en autoclave
a 121°C durante 15 min. El pH final es de 5,6.

Agar Papa Zanahoria (PZA)

Papa 20¢g
Zanahoria 20g
Agar agar Merk® 20g
Agua destilada 1L

Preparacion: Cortar los vegetales sin pelar y hervirlos en 0,5 L de
agua destilada durante 20-30 min. Filtrar y llevar a volumen final de
1 L. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.
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Agar V8 (V8)

Jugo V8 Campbell’s 200 mL
CaCOs 3g
Agar agar Merk® 20g
Agua destilada 1L

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

Agar Pulpa de pera (APP)

Pulpa de pera 200 g
Agar agar Merk® 20g
Agua destilada 1L

Preparacion: Pelar y procesar la pulpa de pera. Agregar el agary
llevar a volumen final de 1 L. Esterilizar en autoclave a 121°C
durante 15 min.

Agar Dicloran Cloranfenicol Peptona (DCPA)

Peptona 15¢
KzHP04 1 g
MgS04.7H,0 05¢g
Cloranfenicol 01g
Dicloradn 0,1% solucién en etanol 1mL
Agar agar Merk® 15¢g
Agua destilada 1L

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.
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Medio Sacarosa Dicloran (DRYES)

Sacarosa 150 g
Dicloran 0,2% solucién en etanol 1mL
Cloranfenicol 01g
Rosa de bengala (5% p/v) 0,5 mL
Extracto de levadura 20g
Agar agar Merk® 15¢g
Agua destilada 1L

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min. El pH final es de 5,6.

Medio Extracto de levadura Sacarosa (YES)

Sacarosa 15g
Extracto de levadura 2g
Agua destilada 1L
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.
Medio Richard’s modificado
KH;PO4 5g
KNO? 10g
MgS04.7H,0 25¢g
FeCls 0,02g
Glucosa 25g
Extracto de levadura lg
Agua destilada 1L

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.
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Soluciones

Buffer TBE (5X)
Acido bérico 27,5¢g
Tris-Base 54g
EDTA 0,5 M (Ph8) 20 mL
Agua destilada 980mL

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min. Almacenar en
frasco color caramelo a temperatura ambiente y diluir con agua
destilada para obtener la solucién 0,5X.

EDTA 0,5M (pH 8)

EDTA.2H,0 186,1g

Agua destilada 1L

Disolver la sal en 800 mL de agua destilada y ajustar el volumen con
granallas de NaOH a pH 8. Luego completar a volumen de 1 L.

Buffer de carga Sacarosa Azul de Bromofenol (6X)

Sacarosa 4g
Azul de Bromofenol 0,025 g
Agua destilada 10 mL

Diluir los componentes en agua destilada y filtrar con papel de filtro
Whatman N° 1. Conservar a 4 °C.
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Anexo IlI: Geles, secuencias de genes y cromatogramas
Gel

Corrida electroforética de los fragmentos amplificados del gen de EF1 a por PCR de
aislamientos de Stemphylium vesicarium. Peine superior: marcador ladder de 100 bp;
control negativo; muestras SF4, SF5, SF8, SF9, SF13, SF14, SF19, SF20, SF21, SF22, SF23, y
SF24. Peine inferior, Marcador ladder de 100 bp; Muestras SL22, SL35, SL27, SL39, SL40,
SL61, SL62, SL63, SL65, SL68, SL70; y marcador ladder de 100 bp.
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Stemphylium vesicarium-Aislamiento SF4

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTCGCTTCAAGTAA

T

Srls W EFT I fam Bt g [4 i T Ly Fage

Stemphylium vesicarium - Aislamiento SF5

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTAA
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Stemphylium vesicarium - Aislamiento SF8

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTCCTTCAAGTAA

Stemphylium vesicarium - Aislamiento SF9

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTCCCTTCAAGTAA

L da i
i 59 EF 1. TO8F bl R Evloal 21320 29035 St G- 0T84 TRFT o T 200 0
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Stemphylium vesicarium - Aislamiento SF13

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGTCCCTTCAAGTAA

TN Pk
Fila 517 _EF1.70F sl Riai Bl 28107000 10 g0 ) gl @ JA0E 42000 Ol T R00e i

amgpls 8} 0_EF).T 208 L Masa spacmg 1403970 138 by i T[S o

Stemphylium vesicarium - Aislamiento SF19

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTCCTTCAAGTAA
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Stemphylium vesicarium - Aislamiento SF20

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTAA

0 EF]-TOAF ali B Bl TO7EAT] 10910 i’ O 108 ) ) 0 T t_)

e, 1.0 EFLJNF L | Baiw g [0 RN iz i A 9 i Pape 1 |

Stemphylium vesicarium - Aislamiento SF21

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTAA

y
& macrogen

Filg: 511_EF1-T25F.abl Run Ended: 2018/5/21 18:39:15 Signal G:1003 4:1603 C:3074 T 1308 b

Sample: 521_EFI-T18F Lane: 16 Base spacing: 15004484 254 baser in 3126 scans Page 1 gf1
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Stemphylium vesicarium - Aislamiento SL22

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTCCTTCAAGTAA

T o
I 13 gl G 2877 A5 Coal 0] THEIS [,

s’ 100 _EF1-PJEF Lama 14 B

Stemphylium vesicarium - Aislamiento SF23
GTCGCCGCCACCTGGTGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGG
GTGGTGGGGTTGTGCGAACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATCGA
CGCACATGCAAAATCCCATCGTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGG

GTCCTTCAAGTAA
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Stemphylium vesicarium - Aislamiento SF24

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTCGCTTCAAGTAA

5 MO
File £} EFY.710F wh Bom Dol JOERS 2 J0- 010 Sapnd G- JTE 44100 ) T 041 t)
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I W A 1 - 1L J i Eia 118

Stemphylium vesicarium - Aislamiento SL35

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTAA

& mocragen
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Stemphylium vesicarium - Aislamiento SL37

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTCCTTCAAGTAA

Fild: 5¥T_EFI

L TR

ale] Fim Enlid JOC0E S84 2 Signal G ST 4 SEIE M T8 L F
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Stemphylium vesicarium - Aislamiento SL39

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTCCTTCAAGTAA

TRICT
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Stemphylium vesicarium - Aislamiento SL40

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTAA

P A
File $00_EFL00F skl P Belad MOOE 0889020 et 1700 A MO ER T 01 ¥

gl 0 EF]

Stemphylium vesicarium - Aislamiento SL61

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTCCTTCAAGTAA

emple T8 IF). "0 Lars M spiemey |4 10 esidany w 0] ) ) o Paga | of |
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Stemphylium vesicarium - Aislamiento SL62

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTCCTTCAAGTAA

T T

Stemphylium vesicarium - Aislamiento SL63

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTAA

$58_EF).T0F sbl P Ewitad JO00E16 0411 gl G 25604 2000 C 314 T 1K >
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Stemphylium vesicarium - Aislamiento SL65

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTCCTTCAAGTAA

LT
Fils 381 EF].7)0F ak) Riar Dl JPXORTE DA dvasl O A0SR 4 WESY CE000 I L2AD L;
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Stemphylium vesicarium - Aislamiento SL68

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCAT
TATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTAA

A ey
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Stemphylium vesicarium - Aislamiento SL70

TGCATCTTCTGAGCGCGCAGCCATTTTCTGGCTTATGGCGAAGAGGGGCACAAAATGGGTGGTGGGGTTGTGCGA
ACTTTTACGCGCTAGCGCTAGTCCGCATTCGGCCTTCGCGAATCGCAACACCATGACGCACATGCAAAATCCCATC
GTATGCTGCACGGTGCTAACAAGCCTCATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTAA
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Anexo lll: Tablas de resultados
Tabla 1: Patogenicidad de los aislamientos sobre las hojas de las cuatro variedades de pera,

inoculadas con suspensiones conidiales ajustadas a 1x10°. Las medias seguidas por la misma letra no

son significativamente diferentes entre si segln el test de Tukey.

Cultivares
Aislami Williams Packham's D'Anjou Abate Fetel
ento Man % Man % Man % Manchas/c %
chas Are chas/ Area chas/ Area m2 Area
/em2  a cm2 cm2
SF4 0 0,00+ 0 0,00% 2,1 25,33 2,2 26,23 b
0,00 0,00 15,51 +0,85
SF5 0,3 0,02t 0 0,00+ 0,9 3,25+ 0,5 2,97+ e
0,01 0,00 0,23 0,97
SF8 0,3 0,11t 0,2 0,05+ 2 3,36+ 1,8 3,51+ e
0,32 0,14 2,88 1,55
SF9 0 0,00+ 0 0,00+ 3,1 27,50 0,6 25,33 b
0,00 0,00 12,41 +0,76
SF13 0 0,00+ 0 0,00+ 3,7 29,24 3,1 26,63 b
0,00 0,00 0,71 +1,18
SF19 0 0,00+ 0 0,00+ 2,5 28,07 2,4 27,37 b
0,00 0,00 +0,90 +0,80
SF20 04 0,11t 0,1 0,03+ 1,6 1,43+ 1,1 2,68t e
0,22 0,08 1,32 0,89
SF21 0,2 0,09+ 0 0,00+ 2,9 15,23 1,9 10,83 d
0,05 0,00 +0,87 +1,52
SL22 0,1 0,02+ 0,6 0,25+ 0,7 3,28+ 0,4 2,35+ e
0,06 0,38 1,97 0,97
SF23 0,3 0,08t 0,4 0,14+ 2,4 8,17+ 3,4 9,14+ d
0,24 0,32 3,42 5,23
SF24 0 0,00+ 0 0,00+ 3,1 30,77 2,5 26,10 b
0,00 0,00 +1,32 +0,60
SL35 0 0,00+ 0,1 0,08+ 2,9 26,40 2,6 23,10 b
0,00 0,01 +0,70 +0,79
SL37 0 0,00+ 0,1 0,00+ 2,1 26,33 2 28,43 b
0,00 0,00 +2,08 +1,65
SL39 0 0,00+ 0,5 0,00+ 3,3 31,60 3,7 35,67 a
0,00 0,00 +1,45 +3,35
SL40 0 0,00+ 0,1 0,00+ 1,2 20,57 1,8 16,23 ¢
0,00 0,00 +7,81 +0,75
SL61 0 0,00+ 0,1 0,11+ 1,5 26,30 1,8 26,53 b
0,00 0,16 +1,20 +1,37
SL62 0,2 0,37% 0,5 0,00+ 1,8 6,20+ 1,9 3,74+ e
0,35 0,00 3,90 1,84
SL63 0 0,00+ 0,3 0,00+ 3,2 31,43 2,9 31,93 a
0,00 0,00 +1,16 +2,29
SL65 0 0,00+ 0 0,00+ 0,9 4,67+ 0,3 4,10+ e
0,00 0,00 0,57 0,36
SL68 0,1 0,02+ 0,1 0,21+ 2,3 28,13 1,3 26,23 b
0,05 0,06 +1,42 +0,93
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SL70 0,2 0,25+ f 02 0,07+ f 1,1 6,51+ e 0,4 4,75t e

0,30 0,20 6,23 4,56
Prome 0,1 0,09 0,15 0,06 13,38 1,83 12,6
dio + + 2,15 + 1+
por 0,18 11,64 11,41
cultivar 0,22

Tabla 2: Toxicidad de los extractos crudos de los aislamientos sobre las hojas de los cultivares
Williams, Packham's, D'Anjou y Abate Fetel. Los resultados se expresan como porcentaje de area
foliar afectada por necrosis. Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente
diferentes entre si segln el test de Tukey.

Aislamiento Cultivares
Williams Packham's D'Anjou Abate Fetel
% Area % Area % Area afectada % Area
afectada afectada afectada
SF4 0,0+0,0 d 0,0+0,0 d 17,70+2,72 a 9,3846,01 b
SF5 0,000 d 0,0£0,0 d 5,17+0,25 c 6,5912,45 c
SF8 1,66+1,0 d 3,52+3,21 c 5,79+1,54 c 9,18+2,49 b
0
SF9 0,0£0,0 d 0,0+0,0 d 5,01+0,48 c 5,23+2,14 c
SF13 0,0£0,1 d 0,0+0,0 d 7,86%2,55 b 5,08+0,77 c
SF19 0,0£0,2 d 0,0£0,0 d 11,60+2,31 a 12,99+9,87 a
SF20 1,25+1,7 d 1,18+0,44 d 9,72+1,27 b 13,22+3,92 a
7
SF21 0,000 d 0,0£0,0 d 6,41+0,96 c 5,34+1,01 c
SL22 1,03+0,4 d 5,6714,12 C 9,85+2,04 b 13,97+7,66 a
6
SF23 1,84+1,3 d 2,32+1,04 d 12,55+3,66 a 9,13+1,54 b
0
SF24 0,0£0,0 d 0,0+0,0 d 5,23+1,53 c 5,52+2,13 c
SL35 0,0£0,0 d 0,0+0,0 d 5,20+1,10 c 5,33+1,37 c
SL37 0,0:0,0 d 0,0£0,0 d 9,00+4,09 b 5,14+0,7 c
SL39 0,000 d 0,0£0,0 d 5,50+1,57 c 5,06+1,29 c
SL40 0,000 d 0,0£0,0 d 7,87+3,90 b 5,26+0,87 c
SL61 0,000 d 0,0£0,0 d 6,57+2,41 c 6,00+0,17 c
SL62 1,73+1,1 d 1,6610,56 d 6,93+1,72 c 7,56+0,93 b
1
SL63 0,0£0,0 d 0,0£0,0 d 14,20+1,71 a 7,7517,68 b
SL65 0,0£0,0 d 0,0+0,0 d 5,20+0,56 c 5,20+0,23 c
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SL68 0,0£0,0 d 0,0+0,0 d 9,5343,76 b 9,07+4,07 b
SL70 1,20+0,3 d 3,99+1,78 c 5,51+1,35 c 9,66+4,39 b
6
Promedio 0,79+1,0 1,68+2,52 8,24+3,69 8,70+4,70
por cultivar 8

Anexo IV: Datos climatoldgicos

La informacién sobre los resimenes mensuales de los parametros meteorolégicos pertenecientes a la

Estacion Meteoroldgica de la EEA Alto Valle de INTA (Contralmirante Guerrico) se encuentra disponibles

en las siguientes direcciones electronicas:

Ao 2017

https://sipan.inta.gob.ar/agrometeorologia/met/10/resumen/2017/completo

2017.pdf

Afo 2018

https://sipan.inta.gob.ar/agrometeorologia/met/10/resumen/2018/completo

2018.pdf

Ao 2019

https://sipan.inta.gob.ar/agrometeorologia/met/10/resumen/2019/completo

2019.pdf

Ao 2020

https://sipan.inta.gob.ar/agrometeorologia/met/10/resumen/2020/completo

2020.pdf

Ao 2021

https://sipan.inta.gob.ar/agrometeorologia/met/10/resumen/2021/completo

2021.pdf

Ao 2022

https://sipan.inta.gob.ar/agrometeorologia/met/10/resumen/2022/completo

2022.pdf
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https://sipan.inta.gob.ar/agrometeorologia/met/10/resumen/2017/completo_2017.pdf
https://sipan.inta.gob.ar/agrometeorologia/met/10/resumen/2018/completo_2018.pdf
https://sipan.inta.gob.ar/agrometeorologia/met/10/resumen/2019/completo_2019.pdf
https://sipan.inta.gob.ar/agrometeorologia/met/10/resumen/2020/completo_2020.pdf
https://sipan.inta.gob.ar/agrometeorologia/met/10/resumen/2021/completo_2021.pdf
https://sipan.inta.gob.ar/agrometeorologia/met/10/resumen/2022/completo_2022.pdf

