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RESUMEN

Tizén foliar (Alternaria sp.) en crisantemo (Dendranthema grandiflorum).
Caracterizacion diagnésticay estrategia de control parala Provincia de Corrientes

El crisantemo (Chrysanthemum morifolium Ramat.) es la segunda flor de corte mas
importante a nivel internacional y la primera a nivel nacional. En el pais uno de los puntos
de produccién se halla en el departamento Concepcion, Provincia de Corrientes,
expandido actualmente a los departamentos Lavalle y San Miguel. Este trabajo enfoca
la problematica fitosanitaria de los crisantemos, donde una de las micosis mas
relevantes es el “tizon”, asociado a un complejo de hongos del género Alternaria Nees.
A tal fin, se plante0 realizar estudios para obtener conocimientos sobre las especies que
intervienen en el complejo Alternaria que causan tizon en cultivos de crisantemo.
Mediante monitoreos se extrajeron plantas u rganos con sintomas de la enfermedad,
que se examinaron en laboratorio para realizar el diagnéstico mediante técnicas
fitopatoldgicas. La identificacion morfolégica de los hongos aislados se realiz6 en base
a caracteristicas culturales y morfométricas de estructuras flngicas, utilizando
bibliografia especializada. Una de las especies, fue analizada por técnicas moleculares.
Con estos datos se realiz6 andlisis de componentes principales y de conglomerados,
para ver similitudes y diferencias entre las cepas de Alternaria obtenidas. Se cuantificd
la enfermedad considerando la incidencia, severidad e intensidad, en el estadio de
floracién de las plantas; la patogenicidad de los microorganismos aislados, se evalu6
mediante inoculaciones en plantas y en hojas sueltas. Respecto al control del tizén foliar,
se evalué in vitro la sensibilidad de tres fungicidas foliares sobre el crecimiento micelial
del complejo Alternaria, por medio del célculo de la Clso. La caracterizacion diagnostica
lograda por las técnicas tradicionales (sintomatologia y etiologia de la enfermedad) y el
resultado de las pruebas de patogenicidad, permitieron concluir que el tizon foliar del
crisantemo es causado por un complejo de especies del género Alternaria (alternata,
tenuissima, longipes y radicina), diferenciacién apoyada por el analisis de componentes
y conglomerados. Respecto a la intensidad de la enfermedad, varié entre 10 y 23% en
los establecimientos monitoreados. Los fungicidas evaluados resultaron ineficientes
para el control del patégeno. Se propone cambios de manejo de la enfermedad que
contemplen estos resultados a fin de mejorar la fitosanidad de los crisantemos.

Palabras clave: etiologia, fungitoxicidad, Micosis
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ABSTRACT

Leaf blight (Alternaria sp.) In chrysanthemum (Dendranthema grandiflorum).
Diagnostic characterization and control strategy for the Province of Corrientes.

Chrysanthemum (Chrysanthemum morifolium Ramat.) is the second most important cut
flower at the international level and the first at the national level. In the country, one of
the production points is in the Concepcién department, Corrientes Province, currently
expanded to the Lavalle and San Miguel departments. This work focuses on the
phytosanitary problem of chrysanthemums, where one of the most relevant mycoses is
"blight", associated with a complex of fungi of the genus Alternaria Nees. To this end,
studies were carried out to obtain knowledge about the species that intervene in the
Alternaria complex that cause blight in chrysanthemum crops. Through monitoring,
plants or organs with symptoms of the disease wereremoved, which were examined in
the laboratory to make the diagnosis using phytopathological techniques. The
morphological identification of the isolated fungi was made based on cultural and
morphometric characteristics of fungal structures, using specialized bibliography. One of
the species was analyzed by molecular techniques. With these data, analysis of main
components and clusters was performed, to see similarities and differences between the
Alternaria strains obtained. The disease was quantified considering the incidence,
severity and intensity, in the flowering stage of the plants. The pathogenicity of the
isolated microorganisms was evaluated by inoculations in plants and in loose leaves.
Regardingthe control of leaf blight, the sensitivity of three foliar fungicides on the mycelial
growth of the Alternaria complex was evaluated in vitro, by means of the calculation of
the IC50 The diagnostic characterization achieved by traditional techniques
(symptomatology and etiology ofthe disease) and the result of the pathogenicity tests,
they concluded that the leaf blight of the chrysanthemum is caused by a complex of
species of the Alternaria genus (alternata, tenuissima, longipes and radicina),
differentiation supporte by the analysis of components and conglomerates. Regarding
the intensity of the disease, it varied between 10 and 23% in the monitored facilities. The
fungicides evaluated were inefficient for pathogen control. It is proposed change of
diseasemanagement that contemplate these results in order to improve the phytosanity
of chrysanthemums.

Keywords: etiology, fungitoxicity, mycosis.



CAPITULO |
INTRODUCCION

Las plantas ornamentales y florales constituyen actualmente un elemento indispensable
para adornar jardines, lugares publicos, hoteles, eventos de importancia social o politica,
asi como en los hogares. En muchos paises constituyen un renglén importante para la
economia (Pérez Bocourt et al., 2011). Al respecto, son numerosas las especies de la
familia Asteraceae cultivadas como plantas ornamentales y para flor de corte, debido a
que poseen flores vistosas, de mucho color. La produccion de flores a nivel mundial es
una de las actividades del agro mas importantes, por lo que se ha convertido en un
negocio de grandes proporciones. El avance de las comunicaciones y comercios aéreos
han impulsado fuertemente estd actividad en los Ultimos afios. Los grandes
consumidores son los paises mas desarrollados: Estados Unidos, Japén, Alemania,
Francia, Italia y Noruega. (http://www.ecuadorexporta.org). En este rubro, el crisantemo
(Chrysanthemum morifolium (Ramat.) Kitamura), es la segunda flor de corte mas
importante entre las tres principales que se cultivan anualmente a nivel internacional,
después de la rosa (Rosas pp.) y el clavel (Dianthus caryophyllus L.). A nivel
internacional, los mercados mas atractivos son Estados Unidos y Europa, siendo el
mercado europeo estacional, mientras que el mercado norteamericano es anual.

Se puede decir que la floricultura es uno de los rubros mas dinAmicos de la economia
mundial, con una tasa de crecimiento de alrededor del 6% anual y un gran generador
de puestos de trabajo. Sin embargo, pese a tener condiciones climaticas y fitosanitarias
necesarias para participar de ese atractivo negocio, Argentina es todavia, una
espectadora pasiva y distante; no obstante esto, la situacion en nuestro pais respecto a
la produccién y comercializacién de flores y plantas en maceta ocupa un lugar relevante,
ya sea por los beneficios econdmicos que genera, como por el elevado nivel de
ocupacién de mano de obra, que dicho rubro presenta directa e indirectamente,
considerando la expansion de la actividad como una alternativa de desarrollo regional
(INTEA, 2003). Con todo, la floricultura ha tenido un desarrollo menor que en otros
paises, en particular, en lo que se refiere a la busqueda de la mejora continua de calidad.
No obstante, la produccion nacional se destina principalmente al mercado interno, el
cual se abastece en mercados concentradores, que priorizan precio antes que calidad.
Sdlo el 20% de las flores que se comercializan es de alta calidad (Palau & Jatib, 2003).

En la Argentina, de acuerdo a la informacién manejada, el valor de la produccion es de
200 millones de ddlares, con mas de 1.300 productores que cultivan una superficie total
de 2.500 ha. El 50% de los productores se ubican en el interior del pais y esta en
crecimiento. La produccion argentina de flores de corte abarca aproximadamente 1.300
hectareas concentradas, situadas en su mayor parte en el cinturon verde del Gran
Buenos Aires, si bien existen otros centros de produccion en el pais que estan creciendo
afio tras afio, particularmente en las provincias de Corrientes, Santa Fe, Cérdoba,
Tucumén, Jujuy, Mendoza y en la zona de la Patagonia; al respecto, se destacan la
provincia de Buenos Aires, la region de Cuyo, con Tucumén ala cabezay el NEA, donde
la provincia de Corrientes alcanzaria la primacia como productora Actualmente, en la
produccion de plantas florales en el pais la flor de corte mas cultivada es el crisantemo,
la cual lo producen el 60% de los productores de flores de corte; el segundo lugar es
ocupado por el clavel, que es producida por el 46% de los productores y la tercera
especie mas producida es la rosa (32% de los productores
(http://aulavirtual.agro.unlp.edu.ar/pluginfile.php/16537/mod_resource/content/4/GUIA/
FLORICULTURA/ARGENTINA/2013.pdf).

Sin embargo, se debe considerar que la expansion de cualquier tipo de cultivo esta
relacionada con el desarrollo de tecnologias adecuadas, el logro de precios competitivos



y en especial, con la obtencion de altos niveles de calidad y sanidad que permitan
acceder a canales eficientes de comercializacion (Morisigue et al., 2012).

Puntualmente, desde la década del 80 a la fecha, en la provincia de Corrientes la
produccidn de plantas ornamentales y para flor de corte, se concentra especialmente en
el noroeste de la provincia. La superficie total dedicada al cultivo de flores, es de 1.667
has, favorecida por la ausencia o baja ocurrencia de heladas y mayor temperatura del
otofio-invierno respecto a otras zonas, lo cual permite una produccion con menores
costos al no ser necesario el uso de calefaccién, y a la relativa cercania a los mayores
centros de consumo. Ambos factores posicionan a esta provincia como la mejor para la
produccién de plantas ornamentales, asi como la de flores para corte (Avila et al., 2013;
Morisigue et al., 2012).

1.1. EL HOSPEDANTE

1.1.1. Caracteres botanicos del crisantemo

El crisantemo Chrysanthemum morifolium Ramat (sin. Dendranthema grandiflorum
(Ramat.) Kitam.), familia Asteraceae, es una planta ornamental y floricola de enorme
diversidad de tipos, que espontdneamente han ido dando lugar a formas multiples, pero
a su vez han sido utilizadas por los mejoradores para obtener por cruzamientos, las
nuevas variedades de valor comercial (Bornas &Urcullo, 1953). Etimolégicamente el
nombre Chrysanthemum proviene de dos palabras griegas: khrysos y anthemon que
significan "flor de oro". Originario de Asia, el crisantemo es considerado como una de
las especies floricolas mas comercializadas en el mundo. En paises como Japon,
EE.UU., Holanda y Alemania, su produccion es similar a la de rosa y clavel, debido a la
conservacion y durabilidad de la flor y a la gran variabilidad de formas y colores (Horst
& Nelson, 1997). En el crisantemo lo que se conoce como flor es realmente una
inflorescencia, denominada capitulo; existen diversos tipos de capitulo cultivados
comercialmente, aunque en general, la inflorescencia esta formada por dos tipos de
flores: femeninas radiales que se corresponden con la hilera exterior en las margaritas,
y hermafroditas concéntricas, que se corresponden con las centrales. Segun la forma
de la inflorescencia, los crisantemos se clasifican en varios tipos o variedades culturales
(Tabla N° 1, Figs. 1y 2) (Granitto, 2013).

Tabla N° 1. Clasificacién de crisantemos segun el tipo de Inflorescencia.

Sencillas Tipo margarita. Compuestas de una o dos hileras de flores radiales y con flores
hermafroditas centrales.

Anémonas Similares a las sencillas, pero con flores concéntricas tubulares y alargadas.
El color de las flores radiales y concéntricas puede ser el mismo o no.

Recurvadas En forma globular, con las flores radiales recurvadas hacia adentro.

Reflejas En forma redondeada con las flores radiales doblandose hacia afuera y hacia
abajo.

Arafas,plumas, Las flores radiales se incurvan y son tubulares excepto en el caso de la

cucharas,hirsutas cuchara.

Pompones En forma globular, constituidos por flores radiales cortas y uniformes. No

presenta flores tubulares.

Decorativas Similares a los pompones, se componen principalmente de flores
radiales,aunque las hileras exteriores son mas largas que las centrales,
dandole a la inflorescencia una forma plana e irregular.



Flguraz Tipos de flores. A. Reflejas B. Arafas; C. Pompoén.

El crisantemo que actualmente cultivan los floricultores en la regién de este estudio, es
un hibrido complejo y la mayoria de las especies de las que provienen los cultivares
actuales, son originarias de China. Estas son: Chrysanthemum indicum,
Chrysanthemum morifolium y Chrysanthemum x hortorum. EIl crisantemo en maceta es
denominado Dendranthema (http://www.infoagro.com/flores/flores/crisantemao.htm).

1.2. CENTRO DE ORIGEN Y DISTRIBUCION
1.2.1 Centro de origen

Existen unas 150 especies naturales de Chrysanthemum originarias de Asia y Africa.
Las especies que han dado originen a las actuales variedades cultivadas de crisantemos
son: C. indicum, C. morifolium y C. arcticum (Arquero, 2000).

Desde hace mas de 2000 afos, en China, el crisantemo ya era cultivado y apreciado
como ornamento; de alli pas6 al Japon, donde se convirtié en una flor santa que recibia
veneracion divina, siendo su flor nacional.

El crisantemo fue introducido en Europa en 1688 por un mercader holandés, Jacob
Breynius; luego, en 1764, ingreso a los Estados Unidos al Chelsea Physical Garden;
pero recién hacia 1789 comenzé a extenderse como cultivo, primero en Francia y luego
en Inglaterra. A partir de ese afo el crisantemo ha sido mejorado dando origen a las
variedades actuales (Granitto, 2013).

1.2.2 Distribucion de la especie

La produccion de crisantemos es importante en varios paises europeos, asi como en
Colombia, Estados Unidos y Canad4, en los cuales es un cultivo industrializado. En
Japén es muy requerido debido a que tiene un gran valor simbélico. Después de la rosa,
el crisantemo sigue siendo la flor cortada méas vendida; el de color blanco es el mas
demandado (40%), seguido en importancia por los amarillos (31%) y los violetas (11%)
(Granito, 2013).

1.2.3 Lugares de cultivo en Argentina



En Argentina la produccion de flores y especies ornamentales se centraliza
principalmente en la provincia de Buenos Aires, siguiendo en importancia las provincias
de Santa Fe, Corrientes, Formosa, Misiones, Tucuman, Cérdoba, Mendoza, Jujuy y
Entre Rios. La mayor superficie cultivada particularmente para produccién de flores de
corte se realiza en condiciones de invernadero (INTEA, 2003, Avila et al., 2013). Pero la
zona productora mas importante corresponde al cinturon verde bonaerense en la zona
sur de La Plata (Los Portefios, Abasto, Villa Elisa, A. Segui, Las Banderitas, C. Urquiza
y L. Olmos), con una superficie de mas de 30 has (constituiria el 25- 30 % de la
produccion de flores). El 5% restante se produce en la zona norte (Escobar); otra zona
productora de menor importancia es el Partido de General Pueyrredén (Mar de Plata,
Batéan, Laguna de los Padres) (Granitto, 2013).

En la provincia de Corrientes, el crisantemo concentra su zona productiva en el
departamento Concepcion, pero ésta se ha expandido a los departamentos de Lavalle
y San Miguel.

1.3. CONDICIONES AGROECOLOGICAS DEL CULTIVO
1.3.1 Meétodo de cultivo

En Corrientes, el cultivo del crisantemo se realiza bajo invernadero, en cultivos
sucesivos desde marzo hasta fines de noviembre. Generalmente, los plantines se logran
por multiplicacién de esquejes terminales obtenidos de plantas madres seleccionadas.
También se pueden emplear estaquillas obtenidas a partir de los brotes, que se
desarrollan en la base de los esquejes, cuando alcanzan cierto tamafo. El trasplante a
los invernaderos se realiza a partir de los veinte dias, llegando el ciclo del cultivo a una
duracion de tres meses. Por lo tanto, durante el afio el cultivo se repite tres veces en los
mismos invernaderos, quedando estas estructuras ociosas de la actividad desde el mes
de diciembre hasta principios de marzo (Taffarel, 2012).

Por otro lado, de acuerdo a los tipos de desbotonado que se realiza, se obtendran dos
tipos de floracion. Cuando se eliminan todos los botones laterales se obtiene un tallo
estandar con una sola flor terminal por tallo; al contrario, si se elimina el botén apical y
se dejan desarrollar los laterales se obtendran flores “spray” (Granitto, 2013).

1.3.2 Requerimientos nutricionales

Los suelos deben tener buen drenaje y estar enriquecidos con compostado o abonos
antes de la siembra. Ademas, se deben regar al menos una vez por semana en suelos
algo pesados y mas frecuentemente en suelos franco-arenosos, durante el estadio de
crecimiento. Los requerimientos de N, P y K son altos para el cultivo del crisantemo; de
manera general se aplica la formulacion 100-120-120 kg/ha. Las dosis deben ser
aplicadas en todo el ciclo del cultivo, dosificando las aplicaciones para un mejor
aprovechamiento del fertilizante; ademas la aplicacion de fertilizante foliar,
principalmente con micro-elementos debe ser aplicado para un mejor desarrollo de la
planta (Linares, 2005). Se debe abonar de modo equilibrado, aproximadamente una vez
por mes, o fertilizar durante todo el tiempo de crecimiento. Durante los dos primeros
meses, es importante mantener niveles altos de nitrégeno en el suelo, pues las plantas
crecen a ritmo muy rpido y los sistemas radiculares no estan muy expandidos. Para
obtener flores y plantas de calidad, se debe operar de este modo, ya que si durante este
periodo se produce una deficiencia moderada de este nutriente, no se lograra recuperar
la calidad de la flor que se haya perdido, incluso con aplicaciones posteriores de
nitrégeno.



Sin embargo, la eficiencia de recuperacion de N por parte de la planta aumenta con el
tiempo, y durante los Ultimos 20 dias solamente la inflorescencia crece réapidamente y
los nutrientes minerales se transportan desde las hojas (Cotero, 2015).

En las condiciones del area de produccion de Corrientes, no se han observado
deficiencias notorias de micro-elementos, pero en caso necesario éstos se pueden
aportar por via foliar, con pulverizaciones cada dos semanas, de un formulado complejo
(Taffarel, 2012).

1.3.3 Requerimientos ambientales de la especie

Si bien el cultivo en invernaderos genera un ambiente 6ptimo para el desarrollo de las
plantas de crisantemo, generalmente con un alto gradiente de humedad (Culp &
Thomas, 1964) y temperaturas casi siempre calidas, son sin embargo, condiciones
micro-ambientales en los que se presentan a menudo problemas fitosanitarios
vinculados principalmente a enfermedades, cuyos agentes causales hallan también en
ese ambito las condiciones ideales para su desarrollo (Cumes Mantanico, 2008). Por lo
tanto, para mantener la productividad y calidad en la produccién es importante, ademas
del manejo adecuado del cultivo, un eficiente tratamiento fitosanitario (Garcia Filgueira
& Di Stéfano, 2002). Asi mismo, el cultivo de crisantemos requiere pleno sol y proteccion
contra vientos fuertes si se realiza a campo.

Los cultivares de crisantemo se comportan de forma diferente y se adaptan a
condiciones especificas de temperaturas y de duracion del dia. Segin su respuesta
particular a temperatura y fotoperiodo se clasifican en:

Crisantemos de floracion temprana: Florecen en respuesta a temperaturas célidas,
mayores o iguales a 15° C, independientemente de la longitud del dia (termo-positivos).
La temperatura de 15° C es la media de las temperaturas diurna y nocturna, con
temperaturas diurnas que no excedan los 25° C y nocturnas superiores a 10° C.

Crisantemos de todo el afio: Responden al fotoperiodo, concretamente a dias cortos, y
en menor medida a las temperaturas. Manipulando la longitud del dia, pueden obtenerse
flores en cualquier época del afio. Se subdividen en grupos de respuesta, de acuerdo
con el numero de semanas necesarias entre la iniciacion de la yema floral y la floracién
real. La mayoria de las flores para corte se obtienen de los cultivares de 10 a 12
semanas.

Cultivares de termocero: Muestran poca inhibicién floral entre los 10 y los 27° C. La
floracion se produce rapidamente a 15.5° C. Son los més adecuados para la floracién
de todo el afio.

Cultivares termo-positivos: La floracién se inhibe, cuando la temperatura es menor a los
15.5° C. Las yemas florales, se pueden iniciar pero no se desarrollan mas alla de un
estado de cabezuela a bajas temperaturas. Si se mantiene la temperatura apropiada,
estos cultivares pueden utilizarse para floracion durante todo el afio.

Cultivares termo-negativos: La floracion se inhibe cuando la temperatura es mayor a los
15° C. Temperaturas inferiores (10° C), pueden retardar la floracion, pero no inhiben la
iniciacion. Deberan cultivarse solamente cuando las temperaturas nocturnas puedan ser
controladas a 15.5° C ¢ ligeramente por debajo. En caso de no poder regular la
temperatura, se debera evitar el cultivo en los meses mas calurosos del afio (Granitto,
2013).



1.4. ENFERMEDADES DEL CRISANTEMO

Las plantas de crisantemo son muy susceptibles a diversas enfermedades, pero
particularmente a varias micosis (Chase, 1997; Fernandez Valiela, 1978; Horst &
Nelson, 1997).

1.4.1 Enfermedades informadas en el extranjero

Debido a la importancia del cultivo de crisantemo se han estudiado desde hace tiempo
las patologias que lo afectan, encontrando que dentro de los patégenos fungosos con
mayor incidencia sobre las plantas se encuentran especies de los géneros Alternaria,
Botrytis, Cercospora, Colletotrichum, Pestalotiopsis, Phoma y Rhizoctonia, ademas de
algunos Peronosporomycetes (= Oomycetes) como Pythium y Phytophthora (Chase,
1997). Diversas enfermedades son frecuentes y caracteristicasen los cultivos de
crisantemo. Entre las enfermedades flingicas mas comunes se citan a la roya blanca
causada por Puccinia horiana [Palmucci & Wright (1982); Gunta Smith et al., (1992);
Shimura & De Souza (1993); Rodriguez Navarro et al., (1996); Horst & Nelson (1997);
Agrios (2005)]; los marchitamientos provocados por Fusarium sp. [Agrios (2005), Bornas
& Urcullu (1953); Jarvis (1992), Dominguez Garcia- Tejero (1993); Gullino & Garibaldi
(1994); Horst &Nelson (1997)]; y por causa de Verticillium sp. [Horsfall & Cowling (1978);
Kranz et al., (1982); Bigre et al., (1990); Gullino & Garibaldi (1994); Horst & Nelson
(1997); Agrios (1998)]; el tizon causado por Alternaria spp.(Agrios 1998); los oidios
[Agrios (2005); Gullino & Garibaldi (1994)]; la rhizoctoniosis [Horst & Nelson (1997);
Dominguez Garcia- Tejero (1993); Bigreet al., (1990)]; el moho gris por Botrytis cinérea
[Agrios (2005, 1986); Bigre et al., (1990)] y las manchas foliares por Septoria sp. [Bigreet
al., (1990); Jarvis (1992)].

También se citan diversas patologias provocadas por bacterias [Agrios (2005, 1986);
Horst & Nelson (1997)]; y por virus [Horsfall & Cowling (1978); Horsfall & Dimond (1959)].

Entre las micosis, una de las mas relevantes parece ser el tizén foliar y de flores
asociado a un hongo del género Alternaria Nees (1816), anamorfo pleosporaceo (Arun
Kumar, 2008). Segun Kopacki et al., (2018), Odenapur (2011), Arun-Kumar (2008) y
Villanueva-Couoh et al., (2005) el tizon foliar es considerado una de las enfermedades
mas destructivas del crisantemo, ocasionando significativas pérdidas econdmicas en los
campos de produccion y también en las condiciones de mercado. Como sintomas de
esta patologia, se observan lesiones necréticas extensivas en las hojas y en las flores
se observa oscurecimiento y podredumbre de capitulos, por lo que se vuelve inviable su
comercializacion Freitas-Astua (2005); Boote et al., (1983).

Sin embargo, de acuerdo a los antecedentes bibliogréaficos el tizén foliar del crisantemo
es causado por diferentes especies del género Alternaria, entre las cuales se destacan:
A. alternata (Fr.) Keissler, A. chrysanthemi Simmons y Crosier, y A. zinniae M.B. Ellis,
Ellis, (1971, 1976); Cabrera et al., (2004); Villanueva-Couoh et al., (2005); Odenapur,
(2011).

No obstante, Woudenberg et al., (2013), informaron que estudios moleculares revelaron
la existencia de multiples géneros no monofiléticos dentro del complejo Alternaria,
ademas del clado-especie Alternaria, los cuales no siempre se correlacionaron a las
especies-grupos basados solo sobre caracteristicas morfologicas. Esta informacion fue
importante en la decision de estudiar la patologia en las condiciones de cultivo de la
provincia de Corrientes.

1.4.2 Enfermedades del crisantemo informadas en Argentina



Siendo el crisantemo originario de regiones templadas, se la considera una planta
absolutamente rastica, en climas analogos a los originarios. Sin embargo, se caracteriza
por ser muy sensible ante cualquier descuido en su cultivo. Por tal razén, esta especie
floricola es afectada por enfermedades causadas por hongos, bacterias y virus, que se
manifiestan en diferentes estadios fenologicos (Wolcan et al., 2012; Cabrera et al.,
2004).

En el pais entre las enfermedades se pueden mencionar como las de mayor importancia
a la roya blanca (Puccinia horiana), Palmucci & Wright (1982), marchitamientos
(Fusarium sp. y Verticillium sp.) Wolcan et al., (1999), manchas y tizones foliares
causados por Alternaria sp., y Septoria sp., oidio (Oidium sp.), rhizoctoniosis
(Rhizoctonia solani) y moho gris (Botrytis cinerea), entre otras (Wolcan et al., 2012;
Cabrera et al. 2004; Fernandez Valiela, 1978; Marchionatto, 1948).

Con respecto a las enfermedades que afectan al cultivo en la provincia de Corrientes,
Cabrera et al., (2004) identificaron varios géneros de hongos asociados a distintos
organos: (Puccinia horiana, P. tanaceti, Alternaria chrysanthemi, A. alternata,
Cercospora calendulae, Drechslera hawaiensis, Septoria sp., Oidium sp. y
Cladosporium sp.) afectando las hojas; (Cladosporium y Fusarium spp.) en flores; y
(Rhizoctonia solani, Verticillium dahliae, Fusarium sp. y Pythium sp.) en tallos y raices.

Ademaés, como resultado del estudio de esta problematica, Cabrera et al., (2004),
cuantificaron a A. chrysanthemi y A. alternata causando tizén foliar con una severidad
de hasta 50% en algunos invernaderos.

Por otro lado, segun Taffarel (2012), en los ultimos afios, en el departamento
Concepcion (Provincia de Corrientes), se observaron sintomas de tizén en hojas y flores
causados por Alternaria sp., que ocasionaron pérdidas de hasta el 60%, en cultivos de
crisantemos en la localidad de Santa Rosa.

Esta situacién ha generado preocupacion también en otros productores de la zona,
originando consultas periédicas de diagnéstico y solicitudes de posibles medidas de
control.

1.5. EL PATOGENO: Alternaria spp.

El género Alternaria fue establecido en 1816 por Nees Von Esenbeck, describiendo a
Alternaria alternata (originalmente A. tenuis Nees ex Pers.), como el aislamiento tipo
(Lawrence et al., 2013; Tomma, 2003). Este es un hongo perteneciente al grupo de los
Hyphomycetes dematidceos, cuyos conidios son pigmentados y septados de modo
muriforme (Fig. 3), y se desarrollan sobre el apice de conidi6foros caracteristicos
(Simmons, 2007).

De acuerdo al Index Fungorum el Nombre Corriente es Alternaria alternata (Fr.) Keissl.
(Visita 20 de septiembre de 2018). El mismo sitio aporta una amplia sinonimia como
sigue: A. alternata (Fr.) Keissler, (1912) var. alternata; A. alternata var. rosicola V.G.
Rao, (1965); A. fasciculata (Cooke & Ellis) L. R. Jones & Grout, (1897); A. rugosa Mc
Alpine, (1896); A. tenuis Nees, (1816) [1816-17]; A. tenuis f. chalaroides Sacc., (1903);
A. tenuis f. genuina Unamuno, (1933); A. tenuis Nees, (1816) [1816-17] f. tenuis; A.
tenuis f. trichosanthis D. Sacc., (1898), A. tenuis var. mali Marchal & E. J.
Marchal, (1921); A. tenuis Nees, (1816) [1816-17]var. tenuis; Macrosporium
fasciculatum Cooke & Ellis, (1877); Torula alternata Fr., (1832) [Synonymy
Contributor(s): Kew Mycology (2015)].

Actualmente el hongo Alternaria se clasifica del modo siguiente:



Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Subphylum: Pezizomycotina

Clase: Dothideomycetes

Sub-Clase: Pleosporomycetidae

Orden: Pleosporales

Familia: Pleosporaceae

Género: Alternaria

(Fuente: MycoBank 2015, Indexfungorum 2015).

Otras fuentes modernas consultadas clasifican al género Alternaria como un gran
complejo de especies, por ejemplo, de acuerdo a Woudenberg et al., (2013), el género
Alternaria se clasifica en 24 secciones, y Lawrence et al., (2013) en 8 secciones.

Como caracteristica general, los aislamientos del género Alternaria pueden desarrollar
colonias de color negro o gris, 0 a veces, negro verdoso. Los conidios se forman
generalmente en cadenas, cortas o largas, a veces ramificadas. Su forma puede variar
de obclavados, obpiriformes, ovoides o elipsoides, con mas de ocho tabiques
transversales generalmente, y con uno a varios tabiques longitudinales u oblicuos (Fig.
3), midiendo en promedio de 20-63 uym de longitud x 9-18 um de didmetro, en su parte
mas ancha.
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Figura 3. Fotografia de conidios y conidiéforoé de Alternaria alternata (Ellis
1971). Escala = 10 um
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Una revision detallada de la posicion y taxonomia histérica del género Alternaria desde
que fue primeramente establecido por Nees en 1816, ha sido publicada por Neergaard
(1945), y luego por Tweedy & Powell (1963). Sin embargo, aun sigue necesitando
alguna revision.

Rao (1964), hizo una primera enumeracion y caracterizacion sobre el género Alternaria
en la India. Alli este hongo posee gran importancia econémica y promueve el desarrollo
de manchas foliares y tizones en plantas, siendo de comportamiento foliicolo, asi como
ubicuo, que a menudo asume un rol destructivo y de amplia dispersién. Curiosamente
el hongo de este género no habia recibido hasta entonces, una atencién adecuada e
intensiva en la India, en lo que respecta a su taxonomia hasta dicho trabajo. El género
Alternaria es “un grupo de hongos diversos y ubicuos”. Algunas especies son saprobias
gue viven comunmente en el suelo o sobre tejidos muertos de plantas enfermas. Sin
embargo, la mayoria de sus especies son patdégenos de plantas, que colectivamente
causan un rango de enfermedades econémicamente importantes, sobre una gran
variedad de cultivos en el mundo entero (Rotem 1998). Mas tarde, Gherbawy (2005),
informo a través de los resultados de su estudio, empleando técnicas moleculares, que
existe una variabilidad considerable entre los aislamientos de Alternaria. La similitud



genética entre los aislados del grupo de la especie de A. alternata varié de 14.8 a 100%,
mientras que el rango fue de 14.81 a 96.30% entre las otras especies de Alternaria
utiizadas en este estudio. Los resultados indicaron una variabilidad genética
considerable entre los aislados de Alternaria, incluso dentro de una misma especie. El
género de grupo externo filogenéticamente Stemphylium no pudo separarse claramente
utilizando los criterios de bandas RAPD. Asimismo, Guo et al., (2004) llegaron a
resultados semejantes, en otro trabajo con empleo de técnicas de biologia molecular,
utilizando dos cebadores RAMS (CCA y CGA) 1273, para determinar a A. alternata.
Estos autores destacaron que el hongo A.alternata parece tener el potencial de
evolucionar relativamente rapido y mantener variacion genética significativa.

Las especies de este género son sumamente cosmopolitas y pueden sobrevivir como

saprofitas tanto como parasitos débiles en el interior de planta. El género Alternaria se
caracteriza por la formacién de conidios polimérficos ya sean individuales o en cadenas
cortas o largas, las cuales pueden ser transportadas por el viento o agua y permanecer
en latencia en el suelo (Pattanamahakul, 1999). El cuerpo de los conidios puede
estrecharse gradualmente hasta alcanzar la forma de un pico cénico (Woudenberg et
al., 2013).

1.5.1 Historia de la enfermedad del Tizén foliar.

Schmidt (1958) informo por primera vez sobre una mancha fungica en Chrysanthemum
maximum L. del Tirol austriaco, causada por Alternaria chrysanthemi Simmons y
Crosier. A su vez en la India, Srinath & Sarwar (1965), informaron por primera vez la
enfermedad en C. cinerariefolium (Trev.) var. piretro, causada por Alternaria. Por otro
lado, Sobers (1965), en Norte América inform6é que en 1963 ocurrié una grave
enfermedad en plantas de margaritas recibidas para su diagnéstico, desde un
invernadero de Gainesville, en Florida. Numerosas lesiones en hojas y peciolos fueron
observados y algunas de las plantas con hojas mas severamente afectadas morian
como resultado de la infeccién. La enfermedad de estas plantas afecté mas del 25% de
aproximadamente 2000 tallos de crisantemos margaritas, cuyas hojas, peciolos y tallos
mostraron sintomas de enfermedad. Un hongo del género Alternaria, identificado como
A. chrysanthemi fue consistentemente aislado desde las hojas y peciolos enfermos.

Segun Arun kumar (2008), durante 1987, en la India se observé una enfermedad severa
de la hoja de Chrysanthemum morifolium, causado por una especie de Alternaria, en los
campos asi como en los huertos familiares, en partes del distrito de Dharwad, causando
pérdidas econdémicas. Los sintomas de la enfermedad se observaron en las hojas y
también en los tallos, desarrollando manchas castafio oscuras, rodeadas de halo
amarillo en la superficie inferior y superior de las hojas, que mas tarde condujeron a la
destruccion de la hoja entera y finalmente a la defoliacion.

Por otro lado, en Italia, Cavallini et al., (1992), informaron que A. alternata y Fusarium
oxysporum como causantes de enfermedades importantes de los crisantemos
comerciales (C. indicum). Asimismo, Sen & Pathania (1997), seleccionaron sesenta
cultivares de crisantemo (Dendranthema grandiflora Tzveler [sin. C. morifolium Ramat.]),
para evaluar la resistencia a la mancha foliar causada por Septoria chrysanthemella y
Alternaria sp., en experimentos de campo en la University Research Farm (UHF-Nauni,
Himachal Pradesh, India) durante 1995y 1996.; ninguno de los 60 cultivares estudiados
estuvo libre de enfermedades.

También Ellis (1998), describié la enfermedad del tizén de la hoja del crisantemo
causada por A. chrisanthemi, describiendo sintomas en tallos, hojas, flores y semillas
de C. maximum. En las hojas, las manchas eran circulares, al principio de color gris
palido, luego color gris o castafio oscuro, a menudo con una mancha blanquecina en el
centro rodeada de anillos concéntricos palidos y oscuros. Las manchas se pueden
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extender a lo largo de las nervaduras de las hojas. Después estas lesiones se cubren
de un moho negro que corresponde a la esporulacion del hongo. Estas lesiones pueden
coalescer, cubriendo toda la hoja y producir su muerte. Los tallos florales pueden
resultar atacados, sufrir un colapso y morir (Vazquez Guadamarra, 2016). Mas tarde,
Kopacki & Wagner (2003), en Polonia, evaluaron diez variedades de crisantemo de
jardin, Dendranthema grandiflora [=C. morifolium], por su resistencia al invierno y
agentes patégenos de planta. Inicialmente todos los cultivares mostraron buena
resistencia; sin embargo, en el segundo afio de investigaciones, los sintomas de la
enfermedad aparecieron en las plantas probadas. Ademas de los sintomas tipicos de la
enfermedad, se observaron cambios en la forma y el tamafio de las plantas. Hubo
diferencias significativas en el diametro medio de la planta y la altura media de la planta
entre afios, mientras que el diametro medio de la flor no difirié entre el afio 2000 y 2001,
pero difirid significativamente entre esos afos y 2002. Ademas el tizon aumenta su
agresividad, cuando la planta se aproxima a la floracion (Populer, 1978).

También Shamala & Janardhana (2015) informaron que el tizén foliar del crisantemo es
considerada una de las principales enfermedades destructivas del crisantemo,
afectando el rendimiento en la region sur de Karnataka (India). En tanto en Polonia,
Kopacki et al., (2018), informaron que el tizon de la hoja causado por Alternaria alternata
es una de las enfermedades mas destructivas, prevaleciendo cominmente en casi todos
los cultivos de Chrysanthemum de ese pais.

En relacion al control del tizén del crisantemo, en los campos de produccion, la
utilizacion de fungicidas foliares es considerada una alternativa viable, segun los
trabajos realizados por Divyajyothi et al., (2018); Arun Kumar et al., (2011); Odenapur
(2011); Arun Kumar (2008) y Villanueva-Couoh et al., (2005), quiénes evaluaron
algunos productos quimicos, tales como Azoxistrobina, Carbendazim, Hexaconazole
0,1 % Hexaconazole 4%+ Zineb 68%, Mancozeb, y Difenoconazole. Asimismo,
Arunkumar (2008) evalu6 la sensibilidad in vitro de A. alternata frente a 9 formulaciones
de fungicidas obteniendo control del patégeno utilizando Propiconazole y Hexaconzole
al 0;1, 0,2 y al 0,3 % respectivamente, siendo éstos, netamente superiores a las otros
tratamientos; en tanto Odenapur (2011) evalué la sensibilidad in vitro con fungicidas de
contacto (Hexaconazole 4% + Zineb 68% y Mancozeb al 75%) y sistémicos
(Propiconazole y el Hexaconazole al 0,1 %), logrando los mejores resultados con estos
4 productos.

PROBLEMA PLANTEADO

De acuerdo a los antecedentes, el tizon foliar del crisantemo es causado por diferentes
especies de Alternaria. Por este motivo, se plante6 la realizacibn de nuevas
observaciones y estudios para la caracterizacion y obtencién de conocimientos sobre
cual o cudles son las especies que intervienen en el complejo Alternaria, asociados a
plantas de crisantemos cultivados en la Provincia de Corrientes.

Asimismo, a fin de determinar la importancia de esta enfermedad para la region de
produccion, fue necesario evaluar la intensidad de la misma, con el objetivo de proponer
estrategias de control del tizén foliar del crisantemo.

HIPOTESIS:

1. Eltizén foliar del crisantemo en la Provincia de Corrientes es causado por un
complejo de especies del género Alternaria.
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2. Los fungicidas foliares utilizados actualmente en cultivos de crisantemo en la
provincia de Corrientes, resultan ineficientes para el control de Alternaria spp.
causante del tizon foliar.

OBJETIVOS GENERALES

Obtener conocimientos sobre el patosistema crisantemo-Alternaria spp., caracterizando
a las especies de hongo intervinientes y los posibles sintomas diferenciados de cada
uno, necesarios para el diagnostico de la enfermedad en condiciones de campo, y la
implementacion (in vitro) de medidas de control quimico eficientes, en Corrientes.

Objetivos especificos

1. Caracterizar los sintomas y a los agentes etiol6gicos del tizon foliar que afecta a los
cultivos de crisantemo de la Provincia de Corrientes.

2. Cuantificar la incidencia, severidad e intensidad de la enfermedad.

3. Evaluar in vitro la sensibilidad de Alternaria spp. a tres fungicidas foliares por medio
del calculo de la Clsp,

CAPITULO Il
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MATERIALES Y METODOS

A- Trabajos de campo
1- Obtencion de materiales

Se realizaron monitoreos y extraccion de plantas u 6rganos con sintomas de tizon (foliar
y de flores), en cultivos sitos en la localidad de Santa Rosa, Departamento Concepcién
(Latitud sur, 28° 26 y longitud oeste 58°11), Provincia de Corrientes, Argentina. El
estudio de campo se realiz6 en los Establecimientos Gadiersa S.A. y Las Margaritas,
ubicados en la localidad de Santa Rosa. Las muestras enfermas procedieron de cultivos
de crisantemo para flor de corte, implantados en dichas empresas. Ademas, se
obtuvieron muestras enfermas de jardines particulares, viveros, paseos y de florerias
comerciales, del departamento Capital (Fig.4).

PROVINCIA DE
CORRIENTES

it SUAY

Figura 4. Areas de monitoreos y trabajos de campo en la Provincia de Corrientes.

Se trabaj6 con plantas de crisantemo de la variedad tipo Margarita Spray, de la serie
Reagan, origen brasilefio, cultivadas bajo cobertura pléstica.

2- Deteccion de enfermedades fungicas en cultivos de crisantemo
Mediante los monitoreos periddicos en cultivos de crisantemo en estado vegetativo y
reproductivo, se observé la presencia de sintomas de micosis en diferentes érganos de
las plantas.

La extraccion de plantas y/ o 6rganos con sintomas para estudio de laboratorio se llevo
a cabo en plantineras y cultivos implantados en invernaderos, a fin de ser analizados
mediante técnicas comunes de fitopatologia (French & Hebert, 1980; Commonwealth
Mycological Institute, 1986).

3- Entrevista alos productores
Durante la visita a los establecimientos sefalados, se realiz6 una encuesta a los dos
productores de crisantemo de mayor relevancia de la region.
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4- Cuantificacion de la enfermedad

a) Muestreo en inverndculos en produccién: En cada invernadero se
seleccionaron 10 canteros en forma completamente al azar; cada cantero estuvo
constituido por dos lineas de plantas, para lo cual se eligi6é un lineo al azar por
cada cantero y se realiz6 el conteo total de plantas por lineo. Posteriormente, se
efectud el conteo de plantas con sintomas en los distintos drganos y por ultimo
extraccion de 6rganos con sintomas (flores, hojas y tallos) para su evaluacién en
laboratorio y confeccion de herbario.

b) Medida de la enfermedad. Se realizO mediante la determinacion de los
parametros epidemioldgicos incidencia (1): porcentaje de individuos o de érganos
con sintomas, y severidad (S): porcentaje de tejido afectado por planta),
aplicando las férmulas de March et al, (2010).

| = (nimero de plantas infectadas / nimero total de plantas evaluadas) *100.

S = (total de area infectadas / nimero total de 6rganos evaluados) *100.

Para la determinacién de la severidad de la enfermedad, se utilizé la escala propuesta
por Villanueva-Couoh et al., (2005) (Fig. 5).

—
4 (1576%) 5 (20519 6 (43.23%)

Figura 5. Escala diagramatica de severidad del tizon propuesta por Villanueva-Couoh
et al., (2005).

Utilizando los valores de incidencia (I) y severidad (S), se obtuvo el indice de Intensidad
de la enfermedad (I e), en cada establecimiento aplicando la formula: (1 €) = (1) + (S).

B- Trabajos de Laboratorio.
1-Sintomatologia
Se realizaron observaciones macro y microscopicas de muestras enfermas, con
descripcion de sintomas y signos de la enfermedad, complementando con la confeccidn
de camaras humedas (de hojas, tallos y flores), a fin de favorecer el desarrollo del signo
de la enfermedad (French & Hebert, 1980; Commonwealth Mycological Institute, 1986).

2- Etiologia
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2.1- Aislamientos comunes. Partiendo de muestras enfermas de crisantemo con
sintomas de tizon (foliar y de flores), se realizaron siembras en medio de cultivo APG
1,5%, pH 6, partiendo de trozos de tejido vegetal (de hojas, tallos y flores dafiados), con
previa desinfeccion con hipoclorito de sodio al 1,5%. Luego este material se enjuagé
con agua destilada estéril, hasta quedar libre de cloro. A continuacion los pequefios
cortes se colocaron sobre papel de filtro para eliminar el exceso de agua. Estos cortes
se realizaron bajo campana de flujo laminar para la siembra, colocando de 4 a 5 cortes
por caja de Petri conteniendo APG al 2% y pH 7, (Villanueva-Couoh et al., 2005). El
material se incubd en estufa a 25° C, para el desarrollo de colonias del hongo en estudio.

Posteriormente se realizaron aislamientos comunes a partir de las colonias
desarrolladas en esas placas de agar, y se repicaron como sub-cultivos en tubos de
ensayo con medio APG inclinado en pico de flauta.

Cuando desarrollaron los hongos, se seleccionaron varias cepas, verificAndose bajo
microscopio que todas tuvieran caracteristicas del género Alternaria.

Las colonias se observaron primero con microscopio estereoscopico y se describieron
sus caracteristicas. Luego, tomando parte del micelio se hicieron preparados
microscopicos de los que se estudiaron conidios, hifas y conidi6foros de las distintas
colonias. El liqguido de montaje empleado fue agua esterilizada.

2.2- Aislamientos monospéricos

Posteriormente se obtuvieron cepas monospdricas desde los aislamientos comunes
previos, mediante el uso del método semi-mecéanico que consistié en preparar una
suspension de conidios, empleando agua esterilizada. A tal efecto previamente se
desinfectaron con alcohol 70% cajas de Petri, y el microscopio Optico. Se recolectaron
conidios de colonias de Alternaria (crecidas en APG) de las diferentes cepas, con ayuda
de un asa humedecida y agitarla en agua estéril colocada en un Erlenmeyer, con una
gota de Twen al 80 %, para que las esporas se separen. Dicha suspension, fue
sembrada en estrias, barriendo suavemente la superficie de cajas de Petri, conteniendo
una capa delgada de medio de cultivo agar-agua (AA) e incubado a 24 °C. Alrededor de
5 a 10 horas posteriores, y con ayuda del microscopio 6ptico, usando soélo el objetivo 10
X, se localizaron aquellos conidios germinados y que se encontraran separados entre
si, para lo cual se concentr6 en ese lugar un haz de luz del microscopio, a fin de proceder
a su extraccién. Para ello y mediante un sacabocados, se cortaron bloquecitos de medio
agar que contenia al conidio, verificando luego que no hubo contacto con ninguna
espora cercana, asegurando asi el crecimiento monosporico. Dicho bloque de agar con
el conidio germinado, fue transferido con una aguja estéril a cajas de Petri con medio de
APG. Este procedimiento se repitié varias veces para cada colonia procedente de un
cultivo coman (CMI, 1986).

2.3-Estudio de caracteristicas culturales y morfométricas

Los aislamientos monosporicos fueron repicados en cajas de Petri con APG para
determinar las caracteristicas culturales de las colonias fungicas y el modo de
crecimiento en condiciones controladas de luz y temperatura.

Esta actividad se complementé con los estudios de morfometria de los conidi6foros y
conidios de cada una de las cepas monospoéricas obtenidas a las que se asignd un
namero de referencia. Se examinaron largo y ancho de los conidios, longitud de picos,
namero de tabiques transversales, longitudinales y oblicuos, longitud, diametro y
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namero de tabiques de los conidiéforos, empleando para ello microscopios Opticos
(CETI — ENOSA) con aumento 400x. Ademas, se obtuvieron microfotografias de estas
estructuras con un microscopio 6ptico Leica DM 500, con cdmara incluida Leica ICC 50,
adaptado a un software LAS EZ del Servicio a terceros de la Sala de Microscopia D 2
de la Facultad de Ciencias Agrarias de la UNNE.

2.4-Diagnéstico micolégico

La identificacibn morfolégica de los hongos aislados se realiz6 en base a las
caracteristicas culturales y a las descripciones morfométricas de las estructuras
vegetativas y reproductivas, utilizando bibliografia correspondiente Kate et al., (2017);
Woudenberg et al., (2013); Odenapur, (2011); Cério, Da Luz (2011); Coério Da Luz
(2010); Cério Da Luz & Inacio (2009); Arun Kumar (2008); Villanueva Couoh et al.,
(2005); Rotem, (1998); Horst, & Nelson, (1997); Hanlin, (1992); Simmons (1981);
Sutton, (1980); Ellis,(1976,1971); Milholland,(1973); Barnett & Hunter,(1972); Sobers,
(1965) Ver Anexos (Descripcion morfoldgica).

2.5- Analisis de componentes principales

Con los datos obtenidos en los estudios de morfometria de los conidios de cada una de
las cepas monospéricas (largo y ancho de los conidios, longitud de picos y nimero de
tabiques transversales, longitudinales y oblicuos) se realizé un analisis de componentes
principales (ACP). A tal fin, se construyeron ejes artificiales (componentes principales,
CP1 y CP2) que permitieron obtener graficos de dispersion de observaciones y/o
variables con propiedades Optimas para la interpretacion de la variabilidad y co-
variabilidad subyacentes. El grafico de biplots muestra las observaciones y las variables
en el mismo gréfico, de manera de poder realizar interpretaciones sobre las relaciones
conjuntas entre observaciones y variables (ver Anexo). Se utilizé para este analisis, el
Software InfoStat (2017).

2.6 - Dendrograma

Se realiz6 el andlisis de conglomerados con el objetivo de ver similitudes y diferencias
entre las 18 cepas monosporicas, considerando algunas de las mediciones de la
morfometria obtenidas (largo total, ancho, numero de tabiques transversales,
longitudinales y oblicuos). La distancia utilizada fue la de Gower, dado que se evaluaron
variables cuantitativas continuas y discretas, con el método promedio (average linkage).

3- Pruebas de patogenicidad

Con la finalidad de cumplir los Postulados de Koch se realizaron estudios de
patogenicidad de las cepas monospoéricas de Alternaria, utilizando dos métodos:

3.1- Inoculaciones en plantas de crisantemo (de 30 dias de edad), criadas en macetas
en condiciones de invernaculo. Los tratamientos empleados consistieron en la
aplicacion directa de discos de agar con indculo sobre hojas de dichas plantas, cubiertos
con apositos de algodén embebidos en agua estéril en las plantas testigo, se deposito
discos de agar estéril sobre las hojas. Las plantas inoculadas fueron mantenidas en
condiciones de camara humeda (mini invernadero de plastico) durante 72 hs (CMl,
1986). Fig 6.
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Figura 6. Indculos sobre hojas.

3.2- Método de hoja suelta. Para su ejecucién se separaron hojas de plantas de
crisantemo de 30 dias de edad, las cuales fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio
al 1% y lavadas 3 veces con agua estéril; luego fueron depositadas en bandejas
plasticas esterilizadas, sobre 3 capas de papel absorbente, humedecido con agua
estéril. En el centro de cada hoja, se colocaron discos de inéculo del patégeno obtenidos
de colonias desarrolladas in vitro, los cuales se cubrieron con una fina capa de algodon
hamedo (Fig.7) Bafiuelos-Balandran & Mayek-Pérez, (2007). Para cada cepa fangica a
testear, se utilizaron dos tratamientos (sin heridas y con heridas). Asimismo, se llevaron
los testigos correspondientes, colocando discos de agar sin inGculo sobre las hojas
preparadas para tal fin.

La unidad experimental fue cada hoja utilizada en los tratamientos; las bandejas se
incubaron durante ocho dias en condiciones de laboratorio, bajo campana de
iluminacion, a 25-28 °C de temperatura.

Figura 7. Inoculaciones: A. Método de la hoja suelta; B. En plantas, en condiciones de
camara humeda.

4-Andlisis molecular de las cepas

Del total de cepas obtenidas en este trabajo fueron seleccionadas dos monosporicas de
Alternaria spp., al azar, ya que todas presentaban caracteristicas bastante similares
(Cepa N° 9y 17), afin de realizar su identificacion molecular.

Dichas cepas fueron enviadas al Instituto de Biologia Molecular de Misiones
(INBIOMIS).

5- Evaluacidn in vitro de la fungitoxicidad de fungicidas foliares en el crecimiento
micelial del agente causal
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La fungitoxicidad se estudi6 en condiciones de laboratorio, mediante la exposicion del
patégeno a los fungicidas en estudio, a fin de medir su respuesta a diferentes
concentraciones del principio activo (p.a.). La concentracion que inhibe en un 50 % el
crecimiento micelial y/o la germinacion de esporas, se denomina Concentracion
Inhibitoria Media (Clso)). Un valor bajo de Clso indica una alta accion fungicida (Edgington
etal., 1971).

Metodologia de trabajo: se utilizd una cepa de A. alternata con patogenicidad probada
y los siguientes fungicidas Carbendazim 50%, Azoxistrobina 25% y Mancozeb 80%.
INTA (2012).Con cada uno de los fungicidas se prepar6 una solucion patrén segun la
técnica propuesta por Edgington et al., (1971), disolviendo 1 gramo del p.a. del fungicida
en 5 ml de acetona (95%), y se llevo a volumen de 100 ml con agua destilada estéril,
obteniéndose una solucion patrén de 10.000 ppm. A partir de la solucién patrén se
realizaron diluciones en serie, tomando 1 ml de cada uno y colocando en tubos de
ensayo que previamente contengan 9 ml de agua destilada estéril, obteniéndose
concentraciones de 100, 50, 10 ppm respectivamente. Posteriormente se tomaron 1 ml
de cada concentracion del fungicida para depositar en cajas de Petri que contenian 9
ml de APG, logrando asi concentraciones de 100, 50 y 10 ppm de principio activo de
cada fungicida en el medio de cultivo.

Discos de micelio del patdgeno, procedentes de colonias de 10 dias de edad, se
sembraron en el centro de cada una de las cajas de Petri con medio de cultivo
envenenado con la concentracién del principio activo usado. El tratamiento testigo
consisti6é de cajas de Petri con medio de cultivo, pero sin fungicida.

Las cajas sembradas fueron incubadas en estufa a 25 °C +/- 2°C por 7 dias, sobre la
cual se midi6 el crecimiento micelial a fin de calcular el porcentaje de inhibicion del
crecimiento (PIC) Edgington et al., (1971), aplicando la siguiente férmula:

Cr Test (mm)— Cr Trat (mm)
Cr Test (mm)

Cr Test: crecimiento micelial testigo
Cr Trat: crecimiento micelial tratamiento

%100

PIC (%) =

A fin de determinar el ritmo de crecimiento de las colonias in vitro, se procedio6 a dibujar
una cruz sobre el envés de cada caja de Petri, marcando el centro (A) y los cuatro radios
con una letra con ayuda de un fibrén de tinta indeleble.

Considerando que el in6culo se deposité en el punto central de cada caja (A), su
crecimiento radial fue medido dividiendo la base de la caja en 4 cuadrantes o0 secciones
(norte, sur, este y oeste), imitando el modelo del autor, a partir del punto central de la
caja. Se realizaron tres mediciones, a iguales intervalos de tiempo, culminando la misma
cuando las cajas testigos completaron su crecimiento en toda la superficie (Fig. 8)
(French & Hebert, 1980).

Figura 8. A. Reverso de una caja de Petri con las marcas realizadas para
observaciones de crecimiento micelial, donde las letras a, b, ¢ y d corresponden a los
radios de medicion, siendo A, el in6culo depositado en el centro de dicha caja; B, C, D,
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y E, representan margenes del avance micelial (a intervalos iguales de tiempo); B.
Colonia de Alternaria alternata en crecimiento.

Tratamiento y disefio experimental

Unidad experimental: Una caja de Petri.

Variable dependiente: Porcentaje de inhibicion del crecimiento del patégeno.

Variable independiente: Concentracion del p.a. en el medio de cultivo.

El disefio experimental correspondi6 a un Disefio Completamente al Azar, con el objetivo
de evaluar el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del hongo Alternaria en
los diferentes tratamientos, siendo su modelo el siguiente: Yii= g + Ti+ +&j, donde Yij:
es la respuesta del i-ésima, y: es la media general, 7. es el efecto de la i-ésima
tratamiento i= 1,...,a y & es el término del error aleatorio.

Los tratamientos correspondieron a 3 fungicidas y sus respectivas dosis (10; 50 y 100
ppm), y el tratamiento testigo, aplicando 10 repeticiones.

Se efectud un andlisis de regresiéon simple entre el crecimiento micelial del hongo en
estudio y la concentracion de los productos, a fin de calcular la dosis capaz de inhibir en
un 50 % el crecimiento del patégeno y clasificar su sensibilidad segun la escala
propuesta por Edgington et al., (1971), y Lim (1980); se aplicé andlisis de la Varianza
(ANOVA) y post ANOVA (Tukey).

Hipotesis a probar:
Ho= las medias de todos los tratamientos de fungicidas son iguales.
Ha= al menos una media de tratamiento de fungicidas es diferente.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el Software InfoStat (2017).

CAPITULO Il
RESULTADOS

A.Trabajos de campo

1- Monitoreos y recoleccion de muestras: Para la ejecucion de este trabajo se
cumplieron ocho visitas de monitoreo de cultivos de crisantemo y extraccion de
muestras, en plantinera e invernaderos de produccién, obteniendo 360 muestras para
estudio (plantines y plantas adultas con sintomas de tizon foliar, en cultivos ubicados en
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las localidades de Santa Rosa). Ademas, en la ciudad de Corrientes (Capital), se
recolectaron otras 48 muestras (Figs. 9 A, B).

Figura 9. A. Monitoreo en Establecimiento Gadiersa S.A.; B. Establecimiento Las
Margaritas.

2- Sintomatologia.

En hojas: manchas anfigenas, de color castafio, con halo amarillento, en los I6bulos, las
cuales aumentaron de tamafio, extendiéndose sobre la lAmina, coalesciendo a veces y
cubriendo toda la hoja, o bien, abarcando gran parte del limbo, alcanzando inclusive
peciolo y tallo (Fig. 10). También en otros casos, se observaron hojas enteras de color
amarillento.

En flores: manchas castafias en sépalos y pétalos, y a medida que la enfermedad
avanzaba, las lesiones descendian hacia el peddnculo floral. El tamafio de la flor
afectada fue menor.
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Figura 10. Sintomatologia. A. Sintomas de tizén foliar en hojas en plantinera; B.
Monitoreo en plantinera; C. Sintomas de la enfermedad en plantulas en invernadero de
produccioén; D. Tizon foliar en plantas adultas.

3- Entrevista a los productores

Tabla N° 2. Sinopsis de

establecimiento.

Cultivo

Manejo del cultivo

Rotacién

Rendimientos

Fertilizacion

Control de

enfermedades

Manejo de residuos

Manejo de malezas

Gadiersa S.A.

El cultivo se inicia en marzo y finaliza en
noviembre. Riego por goteo, manejo del
fotoperiodo, tutorado.

Cultivo continuo todo el afio. Rotacion
anual.

65/plantas/ m? 5-6 paquetes de flores/
mZ2.Rendimiento/ ha: 50.000 paquetes de
flores.

De base: fertilizante granulado de 100 g/
m2 de una férmula  10-20-20.
Pulverizacion foliar cada 2 semanas con
formulado complejo.

Cada 10-15 dias aplicacion preventiva de
Captan, Mancozeb y Carbendazim.

Solarizacién en verano y limpieza manual
(insuficiente)

4- Cuantificaciéon de la enfermedad

la entrevista a productores de crisantemo segun

Las Margaritas

Mismo manejo.

Continuo, sin rotacion.

Idem. Rendimiento algo menor (45.000
paquetes de flores)

Pulverizacién foliar cada 2 semanas con
formulado complejo.

Mancozeb, Carbendazim, Estrobilurina.
Miclobutanil;Azoxistrobina+
Difenoconazole.

Residuos de crisantemos usados como
abono, sin proceso de compostaje.

Idem

Se evalud incidencia (l), severidad (S) e intensidad del tizén foliar en los cultivos de
crisantemo en los invernaderos de produccion de ambos establecimientos, en la
localidad de Santa Rosa (Fig. 11).

= -'_' "ﬁ‘ A -
Figura 11. Observacion y extraccion de muestras para la cuantificacion de la
enfermedad en ambos establecimientos. A. Gadiersa S.A.; B. Las Margaritas.
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A continuacion se presentan los valores de ambos parametros determinados en los
establecimientos respectivos (Tablas 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10).

Tabla N° 3. Incidencia del tizon foliar en el Establecimiento Gadiersa S.A. (floracion).
(Mayo del 2015).
Lineo Plantas Enfermas Plantas por lineo Observaciones

1 0

2 0

3 0 170

4 4

5 7

6 14

7 7

8 10

9 28* *Lineos ubicados en el centro del

10 20* invernadero

Plantas con sintomas 90

Incidencia = ) plantas enfermas x 100 = 90 x100 = 5,29 %

Total de plantas 1700

Tabla N° 4. Incidencia de tizén foliar en el Establecimiento Gadiersa S.A. (floracion)
(septiembre del 2015).

Lineo

10

1

N

© 0o ~NOO1Lbh W

Plantas Enfermas Plantas por Observaciones
lineo
7

15* *Lineos ubicados en el area central
del invernadero

=
N

170

00 © © © ©

13*
6

Plantas con sintomas 97, Incidencia: 5,70%

Tabla N° 5. Incidencia de tizén en Establecimiento: “Las Margaritas” en estado de
floracion (Mayo del 2015)
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Lineo Plantas Enfermas  Plantas por lineo  Observaciones
1 7 112
2 13 113
3 6 115
4 12 113
5 33* 115
6 24* 115 *Lineos ubicados en el centro del
invernadero
7 9 113
8 20* 113
9 7 112
10 13 112

Plantas con sintomas: 144, Total de plantas: 1.133, Incidencia: 12,70%

Tabla N° 6. Incidencia en el Establecimiento “Las Margaritas,” en estado de floracion.
(Septiembre del 2015).

Lineo Plantas Enfermas Plantas por lineo Observaciones
1 41 112
2 20 113
3 12 115
4 14 115
5 10 115
6 33* 112 *Lineos ubicado en el area
central del invernadero
7 35* 115
8 38* 112
9 42 115
10 25 115

Plantas con sintomas: 270, Total de plantas: 1.142, Incidencia: 23,64%

Tabla N° 7. Severidad del tizon foliar, cuantificada en el Establecimiento Gadiersa S.A.
en estado de pimpollo (Mayo del 2015).

Grado Muestras

0 S
1 1
2 4
3 5
4 8
5 13
6 14

Total de plantas enfermas: 50

Severidad= total de areas enfermas x100
N° total de érganos

S=1x5+2x1 + 3x4 + 4x5 + 5x8 + 6x13 + 7x14 =5,1 %
50
Tabla N° 8. Severidad del tizon foliar en Gadiersa S.A., en estado de floracion

(Septiembre de 2015).
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Grado Muestras
1
4

3
8
8

=

2
14
Total de plantas enfermas: 50, S: 5,6%

o0 WNBELO

Tabla N° 9. Severidad del tizon foliar cuantificada en el Establecimiento Las Margaritas,
en estado de floracién (Mayo de 2015).

Grado Muestras
0 4
1 3
2 5
3 6
4 8
5 11
6 13

Total de plantas enfermas: 50, S: 4,92%

Tabla N° 10. Severidad del tizon foliar en el Establecimiento Las Margaritas, en estado
de pimpollo (Septiembre de 2015).

Grado Muestras
0 3
1 3
2 2
3 3
4 11
5 7
6 23

Total de plantas enfermas: 52, S: 4,13%

Tabla N° 11. Severidad del tizon por Alternaria cuantificada en el Establecimiento Las
Margaritas, en estado de floracion completa (septiembre de 2015).

Grado Muestras
0 2
1 0

2 1
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3 6
4 0
5 11
6 16

Total de plantas enfermas: 36, S: 5,75%

En el Establecimiento Las Margaritas se hizo el relevamiento de plantas enfermas en
crisantemos en estado de pimpollo y floracibn completa en septiembre porque en ese
establecimiento fue notoria las diferencias de los estados fenoldgicos en que se
encontraba la produccion de crisantemos no asi en el Establecimiento Gadiersa S.A.
Se proponia ademas, con esta medicion buscar algin contraste entre esos diferentes
estados. (Susceptibilidad de la planta a la enfermedad, debido a la edad y/o estado
fenoldgico) Populer (1978).

Las evaluaciones realizadas en ambos establecimientos permiten concluir que la
incidencia de la enfermedad varié entre 4,93 y 5,35% en Las Margaritas y Gadiersa
respectivamente. En tanto la severidad promedio de la enfermedad fue de 4,93 % en
Las Margaritas y 5,35% en Gadiersa, correspondiendo a grados de severidad 2 y 3
segun la escala Villanueva- Couoh et al, (2005).

La intensidad de la enfermedad fue de 10,85 % para Gadiersa, mientras en Las
Margaritas, alcanz6 valores de 23,1%.

Figura 12. A. Hojas de crisantemo con sintomas equivalentes a grado 2 de severidad
(Las Margaritas); B. Hojas de crisantemo con sintomas equivalentes a grado 3 de
severidad (Gadiersa.S.A), segun escala de severidad de Villanueva-Couoh et al.,

(2005).

B.Trabajos de laboratorio.
1. Sintomatologia.

En laboratorio se observaron en detalle los sintomas necréticos expansivos en hojas y
flores. Se pudo observar que el tejido lesionado se deprimia adquiriendo coloracion
castafio claro, con margenes cloroticos, con presencia de estructuras del agente causal
(conidios) visibles bajo microscopio estereoscopico. (Fig.13 C). También los pétalos
florales fueron afectados, destruyendo rapidamente el 6rgano foliar. Por otro lado, se
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constaté que el tizon tanto foliar como floral, se extiende a los sépalos, peddnculos y
tallos, desarrollando lesiones necréticas, profundas que terminan por destruir la planta
completa (Fig.13 A; B).

Parte del material estudiado se herboriz, a fin de confeccionar un herbario de muestras
enfermas, que se conserva en la catedra de fitopatologia, como comprobante del
estudio.

Figura 13. Sintomas. A. Sl'njtomas de tizén en rores? B. Lesiones necréticas en
pétalos, sépalos y pedunculos; C. Conidio de Alternaria sobre tejido de pétalo.

2. Etiologia

2.1- Aislamientos comunes. En el estudio para identificacién del agente asociado a los
sintomas, se realizaron cultivos (siembras) comunes del hongo (Fig. 14 A) a partir de
muestras enfermas entre las que se seleccionaron al aza las correspondientes al género
Alternaria, las cuales fueron repicadas a tubos de ensayo con medio APG inclinado
(Fig.14 B).

Figura 14. A. Aislamientos comunes; B. Seleccion de colonias
y repiques a tubos de ensayo.

2.2- Aislamientos monospadricos: con las técnicas descriptas se obtuvieron 18 cepas
fungicas. Ademas se trabajé en la identificacibn morfométrica de otras 5 cepas no
monosporicas, con resultado tentativo.

2.3- Estudios de caracteristicas culturales, morfométricas y diagndéstico
micologico. Se realizaron descripciones de la morfologia de cada estructura
desarrollada en las colonias en medio de cultivo (APG y AA). Las caracteristicas
morfométricas de los conidios y conidioforos del hongo se determinaron a partir de
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colonias de 8 dias de edad y la identificacion de las cepas se basé en la bibliografia
especializada.

Cepa Monospoérica N° 1. Los conidios son castafios, claviformes, con picos cortos,
cbnicos, con varios septos transversales y escasos tabiques longitudinales. Los conidios
de mayor tamafo presentan entre 3-7 septos transversales y los mas pequefios, 2-3
septos, de 30,67 x 8,02 um de promedio, hialinos, con contenido plasmatico granuloso.
En observaciones al microscopio 6ptico se pueden visualizar formaciones en cadena de
células conidiales. Los conidioforos son cilindricos, solitarios, moderadamente sinuosos,
de mediana longitud con un promedio de 66,4 um. Algunos conidiéforos son geniculados
a levemente sinuosos, mas densos en los apices, que son redondeados y presentan
una cicatriz hilar oscura. Otros conidiéforos son bifurcados, y generalmente de uno de
sus extremos se desprenden conidios en cadena (Fig. 17. A).

La colonia desarrollada en APG es de color gris, de crecimiento moderadamente
elevado, aspecto velloso, con profuso y abundante micelio (Fig.17. D).

Las caracteristicas morfométricas de esta cepa, se correspondieron con Alternaria
alternata.

Cepa Monospoérica N° 2. Los conidios son castafios, con pared espinulescente (Fig. 15
A); presentan forma ligeramente cilindroide, algunos con picos muy largos y tabicados,
también de color castafio, y otros que parecen haber perdido el pico o rostro, cuyo
cuerpo tiene forma elipsoide y presentan leves constricciones en los septos
transversales.

Los conidios de esta cepa tienen escasos tabiques longitudinales y oblicuos.

El tamafio es muy variable, con un promedio de largo total de 28,9 pm de largoy 7,2 um
de ancho. Tienen forma ovoide, sin pico o rostro aparente.

Los conidiéforos son cilindricos, tabicados, moderadamente sinuosos, de color castafio
oscuro, de 38,5 um de largo en promedio (Fig.17 B).

La colonia es de color gris oscuro, de escaso crecimiento aéreo, con micelio denso,
escasamente elevado. (Fig. 17 E).

Las caracteristicas morfométricas de esta cepa, se correspondieron a A. tenuissima.

Figura 15. A. Conidios, conidioforos e hifas de A. tenuissima; B. Fotografias de
conidios y conidioforos (Ellis, 1971).

Cepa Monospérica N° 3. Los conidios castafio medio dorados, ordenados en cadenas
cortas, son claviformes, superficie suavemente espinulescente, con 3-5 tabiques
transversales (constrefiidos en los septos transversales) y escasos tabiques
longitudinales y oblicuos. Presentan picos o rostros
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cortos e hilos negros, de 21,7 um de largo y 7,6 um de ancho en promedio (Fig. 17 C).
Hifas del micelio tabicadas, ligeramente coloreadas de gris a la madurez. Conidioforos
cilindricos, tabicados, cortos, de 54,8 um de largo.

La colonia en APG es de color blanquecina, con escaso micelio aéreo algodonoso (Fig.
17 F). Las caracteristicas morfomeétricas de esta cepa, se corresponden a A. alternata.
Cepa Monospérica N° 4. Los conidios de coloracién que oscila entre el amarillo-
castafio al castafio medio, claviformes, ovoides o elipsoidales, con picos cortos,
presentando marcada cicatriz negra en la base del pico o rostro. Se observa la presencia
de 3 a 5 tabiques transversales en cada conidio y de 1 a 2 tabigues longitudinales y
tabiques oblicuos y formacion de cadenas cortas de 4 a 5 conidios. El promedio del largo
total es de 21,2 um y el ancho de 8,2 um. Los conidioéforos en general son rectos, de
color castafio-dorado, con septos. El promedio del largo de los conidiéforos es de 26,6
um (Fig. 17 G).

La colonia es grisacea-blanquecina, con abundante micelio algodonoso, de crecimiento
aéreo escaso a medio, con &reas concéntricas de crecimiento (Fig. 17 J). Las
caracteristicas morfométricas de esta cepa, se corresponden a A. alternata.

Cepa Monospoérica N° 5. Los conidios de coloracion castafio dorado, presentan
marcadas constricciones en los septos. Poseen 3 a 8 septos transversales, con escasos
tabiques longitudinales u oblicuos. El pico o rostro es prolongado y ligeramente mas
claro que el cuerpo del conidio y se adelgaza hacia la base. El pico es tabicado, con 2
a 4 septos por conidio siendo el promedio igual a dos y una cicatriz hilar bien marcada.
El promedio del largo total es de 39,2 um con esporas que van desde 28 a 78,4 um y el
promedio del ancho es de 11 um (Fig. 17 H). Los conidiéforos son bastantes rectos
aunque su aspecto general es flexuoso. Son tabicados, de coloracién castafia, con
presencia de cicatrices hilares marcadas de color oscuro, casi negro. En esos puntos el
conidiéforo presenta hinchazones leves. El promedio del largo de conidi6foros es de
108,18 um. Hifas tabicadas, bastante regulares en su calibre, muy ramificadas.
Colonia en medio APG, de color gris, con crecimiento micelial en anillos concéntricos de
color més claro (Fig. 17 K). Estas caracteristicas morfoldgicas de colonia y estructuras
conidiales caracterizan a la cepa como A. longipes (Fig. 16).

Figura 16. Estructuras de A. longipes. A. y B. Fotografias de conidios y conidiéforos
presentes en hojas de crisantemo; C. Fotografias de conidios y conidiéforo (Ellis &
Holliday, 1970).

Cepa Monosporica N° 6. Conidios castafios olivaceo claros, pequefios, formando
cadenas medianas, con formas elipsoides o de clava, con 3 a 4 tabiques transversales,
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y 1 a 2 tabiques longitudinales, de 18 um x 6 um. Algunos conidios no tienen pico o
rostro y son muy constrefiidos en los septos, uni, bi o tritabicados. Las hifas son de color
castafio olivaceo claro y tabicadas. Los conidiéforos son rectos o sinuosos, tabicados,
de longitudes variables, (de 22,4 a 72,8 um), de color castafio-olivaceo mas oscuros que
los conidios, de 47,8 um de largo (Fig. 17 I).
La colonia es de color gris olivaceo, con poco desarrollo aéreo, pero con abundante
micelio que tifie el sustrato de oscuro (Fig. 17 L). Las caracteristicas morfométricas de
esta cepa, se corresponden a A. alternata (Fig. 17).
Las caracteristicas morfologicas y culturales de las Cepas N° 1-6 se ilustran en la Fig.
17.

CEPA2

|

CEPA 3

Figura 17. Fotografias que muestran en forma consecutiva caracteristicas de conidios
y colonias de cepas 1- 6.

Cepa Monospdrica N° 7. Conidios castafios medio, en cadenas cortas, miden 26, 4
um de largo y 7,5 p de ancho, obpiriformes, con tabiques transversales, longitudinales
y oblicuos, con picos cortos, notorios en conidios jévenes los cuales se presentan a
veces inclinados hacia un costado. Son constrefiidos en los septos. Los tabiques
transversales son gruesos, bien marcados y mas oscuros que el resto del conidio. Las
hifas son de color castafo-olivaceo, tabicadas. Conidiéforos sinuosos, con tabiques,
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geniculados, con cicatrices hilares oscuras en los codos. El promedio del largo de
conidioforos es de 53,4 um (Fig. 18 A).

La colonia de color gris oscuro, espesa, de crecimiento micelial medio, tifie el medio de
negro (Fig. 18 D). Las caracteristicas morfométricas de esta cepa, se corresponden a
A. alternata.

Cepa Monospadrica N° 8. Conidios castafio amarillento, de paredes lisas, mas o0 menos
cilindricos, con pocos tabiques longitudinales y oblicuos, con ligeras constricciones a
nivel de los tabiques, con material citoplasmatico granuloso, refringente. Pico o rostro
generalmente unicelular, levemente ensanchado en la base, con cicatriz hilar marcada.
El promedio del largo total del conidio es de 28, 2 um y del ancho es de 8,4 um. Las
hifas son tabicadas, hialinas, citoplasma granuloso y refringente. Los conidiéforos son
tabicados, color castafio amarillento, mas bien cortos, casi rectos, poco flexuosos. El
promedio del largo de conidi6éforos es de 33 um (Fig.18 B). La colonia es de color
castafio grisaceo, de poco desarrollo aéreo, poco denso y no tifie de negro el medio
(Fig.18 E). Las caracteristicas morfométricas de esta cepa corresponden a A. alternata.

Cepa Monospodrica N° 9. Conidios castafio oscuros, elipsoidales, generalmente con
pico corto, en algunos casos con hilo bien marcado. No se observan tabiques
longitudinales y si escasos septos oblicuos. Conidios en cadenas cortas. Algunos
conidios desarrollan pico mas largo, con tabiques trasversales. El promedio del largo
total de los conidios es 16,91 um y el del ancho es 5,16 pm. Conidiéforos mas o menos
rectos, algo sinuosos, con tabiques, de longitud variable. El promedio del largo de
conidi6foros es de 44,24 um (Fig. 18 C).

La colonia es gris oscura, con crecimiento denso, con escaso micelio aéreo. Tifie el
sustrato de color negro (Fig. 18 F). Las caracteristicas morfométricas de esta cepa, se
corresponden a A. alternata.

Cepa Monospdrica N° 10. Conidios color castafio oscuro, algunos son obpiriformes a
clavulados, con 4 a 6 tabiques transversales, otros piriformes, que presentan de 1 a 3
tabiques transversales y escasos tabiques oblicuos, paredes lisas. En general, los
conidios mas pequefios, tienen un pico muy reducido y cicatriz hilar bien marcada.
Cuando el conidio es elipsoide no posee pico. Los tabiques transversales son gruesos
como si fueran dobles. El promedio del largo de esporas es de 18,19 um y del ancho es
de 5,85 um. Conidi6foros tabicados, color castafio oscuro, rectos a algo sinuosos, con
cicatrices hilares laterales y apicales, miden en promedio 47,81 um; cadenas de 5-6
conidios. Las hifas son tabicadas, de color castafio mas claro (Fig. 18 G). Colonia
castafia oscura, con mediana elevacién, centro mas condensado, y rodea a este centro,
un halo de color castafio mas oscuro. A los 8 dias, el desarrollo es de caja casi
completa, y tifie el medio de color negro (Fig. 18 K). Las caracteristicas morfométricas
de esta cepa, se corresponden con las de A. alternata.

Cepa Monospérica N° 11. Conidios color castafio medio, en forma de clava, con 2 a 6
tabiques transversales, con escasos tabiques longitudinales y oblicuos, constrefiidos en
los septos. Pico bien definido, si bien algunos conidios presentan picos con tabiques.
Miden en promedio 19,22 um de largo y 7,79 um de ancho. Hifas de color castafio claro,
con tabiques. Conidiéforos casi rectos, algunos flexuosos de color castafio medio,
tabicados, de 41,72 um de largo en promedio (Fig. 18 H-I).

La colonia es de color castafio-grisaceo, elevacion media, densa, de aspecto
algodonoso, casi polvoriento. Tifie el medio de negro (Fig. 18 L). Las caracteristicas
morfométricas de esta cepa, se corresponden con las de A. alternata.

Cepa Monosporica N° 12. Conidios castafio medio a oscuro, jovenes globosos, mas
claros, con un tabique transversal y longitudinal. Algunos conidios son piriformes y otros
elipsoidales, con pico corto, los mas jévenes sin pico, con 2-4 tabiques transversales,
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algunos septos son oblicuos, otros longitudinales y otros conidios so6lo con tabiques
transversales. Son y poseen cicatriz hilar bien marcada. El promedio del largo total de
los conidios es de 20,07 um y el ancho de 7,2 um. Los conidiéforos tienen 1-2 cicatrices
conidiales, generalmente una. Son tabicados y su color es castafio medio (Fig.18 J). El
promedio del largo de conidi6foros es de 51,8 um. Esta cepa presenta cadenas cortas
de 4-6 conidios. Las hifas son mas claras y tabicadas.

La colonia es de color castafio-grisaceo, con sectores mas claros, poco elevada, micelio
muy denso, de crecimiento rapido. A los siete dias de desarrollo el micelio llena casi
totalmente la caja (Fig.18 M). Las caracteristicas morfométricas de esta cepa, se
corresponden con las de A. alternata.

Las caracteristicas morfolégicas y culturales de las cepas N°7 a 12 se ilustran en la
figura 18.

CEPA7

CEPA 8 CEPA 9

(il

CEPA 10 CEPA 11 CEPA 12

Figura 18. Fotografias que muestran las caracteristicas de conidios y colonias
correspondientes a las cepas 7 -12.

Cepa Monosporica N° 13. Conidios castafio-olivaceo pequefios, obpiriformes o en
forma de clava, con picos cortos, la mayoria con 1 a 3 tabiques transversales, muy
escasos longitudinales, constrefidos en los septos, sin tabiques oblicuos. Los picos o
rostros presentan cicatriz hilar visible. Hay formacion de cadenas cortas de esporas. El
promedio del largo total de los conidios es de 14,59 um y el ancho de 6,65 um. Las hifas
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son mas claras, tabicadas. Conidiéforos rectos y tabicados. El promedio del largo de
conidioforos es de 37,8 um (Fig. 21 A).

La colonia es de color gris oscuro, tiene aspecto algodonoso. El desarrollo micelial es
de bajo a medio. Tifie el medio de negro. Las caracteristicas morfométricas de esta
cepa, se corresponden a A. alternata (Fig. 21 D).

Cepa Monospadrica N° 14. Conidios castafio amarillento con picos definidos. Tienen de
3-8 tabigues transversales, algunos longitudinales y oblicuos, la mayor parte solo
transversales, con constricciones en los septos, y abundante citoplasma gutulado, algo
refringente. EIl pico en algunos conidios muy breve y en otros largos y tabicados. El
promedio del largo total de los conidios es de 27,04 um y el ancho de 7,57 um. (Fig. 21
B) Los conidiéforos de igual color que el conidio, son rectos algunos y otros presentan
sinuosidades, o prominencias (torulosos). El promedio del largo de conidiéforos es de
45,36 um Forman cadenas cortas de 3-6 conidios. Algunos conidios con largos tubos
de germinacion. Las hifas son verdosas y tabicadas (Fig. 21 B).

La colonia es de color gris olivAceo, con mediana elevacion micelial y tifie de oscuro el
medio (Fig. 21 E). Estas caracteristicas corresponderian a A. alternata.

Cepa Monosporica N°15. Conidios de color castafio oscuro, piriformes o en forma de
clava, con varios tabiques marcados. El pico es corto, bien marcado. Algunos tienen
constricciones bien notorias, paredes lisas con gruesos tabiques, transversales, algunos
conidios poseen tabiques oblicuos y longitudinales. Forman cadenas cortas de 2-5
conidios. Sus medidas en promedio son 17,36 um de largo y 7,46 pum de ancho (Fig. 21
C) Las hifas son mas claras y tabicadas. Conidiéforos rectos, cortos, tabicados,
sinuosos, de similar color al conidio. El promedio del largo de conidioforos es de 30,8
um. La colonia es castafio grisaceo oscuro, de elevacién media, densa y no tifie de
negro el medio (Fig. 21 F). Las caracteristicas morfométricas de esta cepa, se
corresponden a A. alternata.

Cepa Monospoérica N° 16. Conidios castafios medio y los mas maduros de un color
castafio oscuro. Son cortos, con picos o rostros bien marcados, de 2-7 tabiques
transversales, con pocos tabiques longitudinales y oblicuos, de forma elipsoidal o
piriforme. Poseen cicatriz hilar bien marcada. Las esporas mas jovenes se asemejan a
los conidios de Ulocladium. El promedio del largo total de los conidios es de 19,94 umy
el ancho de 8,22 um (Fig.19 A y B). Las hifas son mas claras que los conidios. Los
conidiéforos son flexuosos y tabicados, de color castafio-oscuro, midiendo 47,5 um de
largo (Fig.21 G). Colonia de color gris, de crecimiento micelial denso, que tifie el medio
de negro. Sus caracteristicas se condicen con las de A. radicina (Fig.21 J).
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Figura 19. Conidios. A, B. Conidios e hifas de A. radicina de este trabajo; C.
Fotografias de estructuras de esta especie segun Ellis (1971).
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Cepa Monospoérica N° 17. Conidios cuando jévenes, de color castafio dorado, en tanto
al madurar, adquieren color castafio medio-olivAceo a castafio oscuro; son pequefos,
globosos, obpiriformes, con picos cortos y tabiques transversales, algunos con escasos
septos longitudinales y oblicuos (Fig. 21 H). El promedio del largo total de los conidios
es de 15,59 um y el ancho de 6,78 um. Los conidioforos son cortos, de color castafio
medio, tabicados, 4-6 tabigues, algunos bastantes rectos. El promedio del largo de
conidioforos es de 36,4 um (Fig. 20 A).

La colonia es de color gris verdoso, micelio denso, con crecimiento aéreo algodonoso.
Tifie el reverso de la colonia de un color castafio olivaceo (Fig 21 K). Las caracteristicas
morfométricas de esta cepa, se corresponden a las de A. alternata.

. e

conidioforos de A. alternata (Ellis, 1971).

Cepa Monospodrica N° 18. Conidios de color castafio, obpiriformes, elipsoides o en
forma de clava, 2 a 5 tabiques transversales, escasos septos longitudinales y oblicuos,
constrefiidos en los septos. Algunos conidios no tienen pico y aquéllos que lo tienen
presentan cicatriz hilar bien marcada. Los conidios forman cadenas cortas. El promedio
del largo total de los conidios es de 22,05 um y el ancho de 8,12 um, en tanto los
conidioforos miden 48,22 um. Los conidiéforos son tabicados, de color castafio,
bastante rectos. Algunos con bifurcaciones (Fig.21 1). Colonia con micelio aéreo
algodonoso, de gris blanquecino, tifie de oscuro el medio (Fig.21 L). Sus caracteristicas
morfométricas se corresponden con las de Alternaria alternata.

Las caracteristicas morfoldgicas y culturales de las cepas N° 13 a 18 se ilustran en la
Figura 21.
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CEPA 13 CEPA 14 CEPA 15

Figura 21. Fotografias que muestran las caracteristicas de conidios y colonias
correspondientes, en forma consecutiva a las cepas 13- 18.

Si bien se analizaron 18 cepas monospdricas, todas causantes del tizon foliar, también
se obtuvieron otros aislados comunes (no monosporicos) asociadas a la enfermedad,
con caracteristicas del género Alternaria y muy semejantes a la especie chrysanthemi.
Al ser observados bajo microscopio Optico, se detectaron conidios de color castafio-
oliva, de tamafio variable, de forma cilindrica, con 8 a 10 septos transversales y escaso
a nulo numero de tabiques longitudinales y/u oblicuos, cuyas medidas varian entre 25-
125 pm (promedio 70 um) de longitud x 9,5-20 pm (promedio de 19 pm), las cuales
corresponderian a la especie A. chrysanthemi sin. Teretispora leucanthemi (Fig. 22).

Figura 22. A; By C Estructuras de Teretispora leucanthemi;
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C. Fotografia de A. chrysanthemi (Ellis, 1971).

.2.4-Andlisis de componentes principales de las cepas monosporicas.
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Figura 23. Grafico de biplots o de componentes principales.

Este tipo de analisis permitié comprobar la variabilidad morfométrica y cultural existente
en las diferentes cepas aisladas, lo cual queda reflejado en la Figura 23, cuyos
componentes principales 1 y 2 explican el 74,4% de variabilidad total, permitiendo
detectar cudl o cudles de ellas, son las de mayor peso.

En el eje 1 (componente 1-CP1), las variables largo, ancho y nimero de tabiques
longitudinales de los conidios son las de mayor importancia; el angulo de estas 3
variables es agudo, demostrando que las mismas estan correlacionadas.

En el eje 2 (CP2) el nUmero de tabiques oblicuos y largo del pico, también son variables
que tienen mayor valor y estan altamente correlacionadas. Por otro lado, la cepa 5 se
diferencia del resto, por presentar mayor medida de largo y ancho.

En el gréfico biplot se visualiza que las cepas 3, 9, 10, 13, 15, 16 y 17 presentan menores
valores de las variables largo, ancho y nimero de tabiques longitudinales.

2.5 - Andlisis de Conglomerados.

Esta agrupacion entre las diferentes cepas, estaria relacionada con la identificacion
realizada en base a caracteristicas morfométricas y culturales que permitié separar a
las diferentes especies.

Del analisis surgieron 5 grupos de conglomerados, que comparten ciertas
caracteristicas y que entre ellos son similares en relacion con las variables estudiadas.
El grupo 1 esta formado por 12 cepas; el grupo 2, 3 y 4 estan formados sélo por una
cepay el grupo 5 por 3 cepas. El grupo N° 1 (rojo) esta conformado por el mayor nUmero
de cepas (1, 3, 4, 6, 9, 10, 11, 12, 13,15, 17 y 18); el grupo 2 (azul) por la cepa 16; el
grupo 3 (amarillo) por la cepa 2, el grupo 4 (verde) por la cepa N° 5y el 5 (gris) por las
cepas N° 7, 8 y 14. Ver Anexos. El grupo 1 posee ancho y namero de tabiques
transversales de conidios que se encuentran en rangos cercanos. El grupo 2 se
diferencia del resto porque sus conidios presentan el menor niamero de tabiques
transversales y oblicuos. Ademas el promedio del ancho supera a las otras cepas, a
excepcion de la cepa N° 5. El grupo 3 (correspondiente al aislado N° 2) muestra como
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caracteristica distintiva que la longitud de los picos conidiales cuando estos estan
presentes, supera al resto de cepas. El grupo 4 se distingue de los restantes, debido a
gue las variables longitud, ancho, nimero de tabiques transversales y longitudinales son
superiores a los otros 17 aislamientos. El grupo 5 tiene cepas con promedios de longitud
total de conidios y de tabiques transversales muy similares (Fig. 24).Ver Anexos.

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Gower (sqrt(1-S)))

5
2
8
14 - ]

0,00 0,18 0,36 0,54 0,72

Figura 24. Gréfico de Conglomerados o Dendrograma con los datos de este trabajo.
3- Pruebas de Patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad cumplidas con las 18 cepas, tanto en el método de ojas
sueltas como en plantas, bajo mini-invernadero dieron resultados positivos. Las
primeras reacciones se observaron entre los 3 y 4 dias, en los tratamientos con heridas
y a los 4- 5 dias en los tratamientos sin heridas, reproduciéndose los sintomas con las
caracteristicas observadas en ataques naturales. A los siete dias, se observaron sobre
las lesiones abundantes conidios y conidioforos del hongo inoculado. Esta velocidad de
infeccion en los 6rganos inoculados, demuestra un alto grado de agresividad del agente
causal. Ademas, el desarrollo de sintomas en ambos tratamientos (con y sin herida),
indicaria que el patégeno no necesita de una puerta de entrada previa para infectar la
planta (Fig. 25). El hongo fue reaislado a partir de las hojas con reaccion positiva en
todas las cepas completandose asi, los Postulados de Koch.

Figura 25. Pruebas de Patogenicidad: A. Sintomas del tizén en plantas inoculadas; B.,
C. y D. Sintomas de tizon en hojas sueltas (B y C, tratamiento con heridas; D.
tratamiento sin heridas respectivamente).
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4 - Andlisis Molecular de las Cepas- Laboratorio de Biotecnologia Molecular
(Inbiomis).

Una vez obtenido los &cidos nucleicos de cada aislamiento, se logré amplificar la region
ITS1-5,8S-ITS2 del ADN ribosémico. En los productos de amplificacién por PCR a partir
del ADN extraido, se observa un amplicon de aproximadamente 600 pb correspondiente
a la region analizada (Kordalewska, et al 2015). Los productos de amplificacién por
PCR fueron enviados a purificar y secuenciar a Seoul (Korea) por los servicios de
Macrogen. Al contrastarse las secuencias de ambos aislamientos fungicos con la base
de datos moleculares curada del Fungal Barcoding se observaron porcentajes de
similaridad mayores del 99% con secuencias de A. alternata. En la Tabla 1 se muestran
los resultados finales obtenidos luego del contraste en las bases de datos: NCBI y
Fungal Barcoding. Cabe destacar, que la region ITS1-5,8S-ITS2 del ADN ribosémico
es recomendada como cédigo de barras genético para hongos, sin embargo se observé
gue en el caso de aislamientos de Alternaria esa region genética exhibe baja variabilidad
genética. De acuerdo a la metodologia empleada fue posible extraer acidos nucleicos
de los aislamientos codificados como 9y 17.

Figura 26. Gel de agarosa al 1 % para corroborar la extraccion de ADN= peso
molecular

Una vez obtenidos los acidos nucleicos de cada aislamiento, se logré amplificar la region
ITS1-5,8S-ITS2 del ADN ribosémico. En la Figura N° 26 se presentan los productos de
amplificacion por PCR a partir del ADN extraido. Se observan un amplicon de
aproximadamente 600 pb correspondiente a la region analizada.
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Figura 27. Gel de agarosa al 2% para visualizacién de los productos de PCR. PM:
peso molecular.

L s \_.’.:\ :.-:'
Figura 28. Conidios e hifas de Alternaria alternata tefiidos con azul de metileno (Cepa
N° 9) fotografiados en el Laboratorio de Biotecnologia Molecular (Inbiomis).

Luego de su procesamiento y evaluacion, las secuencias obtenidas de los aislamientos
fungicos 9 y 17 presentaron elevados indices de identidad, mayores al 99%, con
secuencias reportadas en la base de datos del NCBI para diferentes aislamientos de las
especies Alternaria alternata, A. tenuissima, A. japoOnica, A. arborescens, A. viticola y
A. brassicae. Se adjuntan las secuencias obtenidas, editadas y analizadas empleadas
en la identificacion de los aislamientos fungicos 9y 17.

Tabla N° 12. Analisis molecular y bioinformatico de las Cepas 9y 17.
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Secuenciacion
Secuencia | Mediante base | Mediante base Nombre
en de datos de datos curada | cientifico
Analisis primaria Fungal final
NCBI Barcoding
9 Alternaria
alternata, A. vy T
ITS 1 tenuissima, A
alternata
Jjaponica y A.
b
4 orescgns Alternaria
Alternaria ;
5 Alternaria alternata
ITS4 alternata y A. 2
alternata
viticola
Alt
Céntigo } e Alternaria
brassicae y A.
Consenso alternata
alternata
17 Alternaria A Thirnaria
ITS1 alternata y A.
alternata
tenuissima Aiisrmaria
ITS 4 Alternaria Alternaria e
alternata alternata
Céntigo Alternaria Alternaria
Consenso alternata alternata

El analisis de identificacion molecular de la region ITS (Schoch, et al 2012; Sun, X. &
T.Y. Zhang. 2008) y el analisis bioinforméatico de porcentaje de identidad en referencia
a las secuencias depositadas en las bases de datos moleculares permitieron designar
a los aislamientos de Alternaria 9 y 17 como pertenecientes a la especie Alternaria
alternata.

4- Prueba de sensibilidad in vitro de Alternaria a distintos fungicidas.

Analisis Estadistico

Los datos correspondientes a las mediciones de los radios de las colonias en las tres
experiencias con fungicidas, se sometieron a andlisis de varianza y la comparacion de
las dosis de fungicidas se efectu6 mediante la prueba de Tukey.

a- Evaluacion del Porcentaje de Inhibicion (%) del fungicida Carbendazim
correspondientes ala dosis 0, 10, 50 y 100 ppm.

Del cuadro de ANOVA, se establece que existe diferencias significativas (a=0,05) entre
las concentraciones ppm. Para ello se recurre a una prueba post-ANOVA (Tukey,
a=0,05).

Tabla 13 Prueba post-ANOVA Tratamiento con Carbendazim.
Prueba: Tukey a=0,05

Concentraciéon ppm Medias n E.E.
0 0, 00 42 1,56 A
50 9,67 42 1,56 B
10 10,66 42 1,56 B
100 14,79 42 1,56 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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De la prueba de Tukey, se establece que para el tratamiento con Carbendazim, todas
las concentraciones difieren del testigo, y a su vez que no existen diferencias
significativas entre las concentraciones de 50, 10 y 100 ppm.

S OPPI'"I 10°PP(m ]
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Figura 29. Efecto de aplicacion de Carbendazim sobre colonia de Alternaria alternata

b- Evaluacion del Porcentaje de Inhibicién (%) del fungicida Azoxistrobina
correspondientes ala dosis 0, 10, 50y 100 ppm.

Del cuadro de ANOVA, se establece que existe diferencias significativas (a=0,05) entre
las concentraciones ppm. Para ello se recurre a una prueba post-ANOVA. (Tukey,
a=0,05).

Tabla 14. Prueba post-ANOVA Tratamiento con Azoxistrobina.
Prueba: Tukey, a=0,05

Concentraciéon ppm  Medias n E.E.
0 0,00 36 0,89 A
10 0,55 36 0,89 A
100 7,29 36 0,89 B
50 10,18 36 0,89 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05).

De la prueba de Tukey, se establece que existen diferencias significativas entre las
concentraciones evaluadas. Las concentraciones 10 ppm vy el testigo estadisticamente
son iguales y difieren de las concentraciones de 50 y 100 ppm, y estas Ultimas son
estadisticamente iguales.
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Figura 30. Efecto de aplicacién de Azoxistrobina sobre colonia de Alternaria alternata.

c- Evaluacién del Porcentaje de Inhibicion (%) del fungicida Mancozeb
correspondientes ala dosis 0, 10, 50y 100 ppm.

Del cuadro de ANOVA, se establece que existe diferencias significativas (a=0,05) entre
las concentraciones ppm. Para ello se recurre a una prueba post-ANOVA. (Tukey,
a=0,05).

Tabla 15. Prueba post-ANOVA Tratamiento con Mancozeb.
Prueba: Tukey a =0,05

Concentracion ppm Medias n E.E.
0 0,00 36 0,04 A
50 0,05 36 0,04 A
10 0,10 36 0,04 A
100 0,27 36 0,04 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

De la prueba de Tukey, se establece que existen diferencias significativas entre las
concentraciones evaluadas. Las concentraciones 10 y 50 ppm, y el testigo
estadisticamente son iguales y difieren de la concentracién de 100 ppm, es decir que
con esta concentracion se detecta el mayor porcentaje de inhibiciéon del hongo.
Sin embargo el control del crecimiento micelial del patégeno es bajo.
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Figura 31. Efecto de la aplicacion de Mancozeb sobre la colonia
de Alternaria alternata.

Célculo de Clso
Para determinar la Clso, se model6 la relacion entre el Porcentaje de Inhibicién (%) y

las concentraciones evaluadas (0, 10, 50 y 100 ppm). Se ajustaron modelos polinémicos
de 2° orden en funcion de los 3 fungicidas evaluados.

Polinomio de 2° orden Y= a ++ B%+E

Donde:
Y: es la variable respuesta: Porcentaje de Inhibicion (%)
a: es la ordenada de origen
B es la pendiente: porcentaje de inhibicion a medida que aumenta la dosis.
&: es el término del error aleatorio

Tabla N° 16. Valores de los parametros del modelo
Fungicida a B B?
Mancozeb 0,0239 0,0124 -0,0001
Azoxistrobina -1,1011 0,3995 -0,0021
Carbendazim 22,198 -0,1829 0,002

D: concentracion en ppm

Tabla N° 17. Valores de la Cl 59

Fungicida | CI 50
Mancozeb 687 ppm
Azoxistrobina 118 ppm

Carbendazim 150 ppm
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Tabla N°18. Escalas de sensiblidad en base a la CI50, Edginton, et al. (1971).

ppm |Grado de sensibilidad
<1 Muy sensible
Moderadamente
1a10 sensible
>50 Resistente

Los resultados de la Clso obtenidos de las experiencias con Carbendazim y Azoxistrobina
nos indican que ambos principios activos, resultan ineficientes para inhibir el crecimiento
micelial del patégeno segun la escala de sensibilidad de Edginton, et al., (1971), puesto
que 150 y 118 ppm son dosis altamente superiores a las 50 ppm segun la escala
propuesta por este autor, e indican que la cepa es resistente a ambos fungicidas. En el
caso del Mancozeb, (ditiocarbamatos), se utiliza la escala de sensibilidad de Lim (1980),
para que los resultados sean comparables (Lovato (Echeverria, et al. 2014). En este
caso se necesitan 687 ppm, para alcanzar la Clsg, quedando demostrado que el
producto es poco eficiente para el control del agente causal del tizén foliar del
crisantemo, puesto que al ser analizado por la escala de Lim, corresponderia a la franja
de producto poco toxico para el patégeno, casi en el limite de la siguiente franja
siguiente, en donde la cepa utilizada seria resistente al Mancozeb.

Tabla N° 19. Escala de Lim (1980).

ppm | Grado de sensibilidad

<10 Altamente toxico

10-100 Toéxico

100-400| Moderadamente téxico

400-700 Poco toxico

> 700 Resistente

CAPITULO IV
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DISCUSION

En los campos de produccién de flores para corte sitos en Santa Rosa, y en las muestras
obtenidas en el Departamento Capital, Corrientes se observaron sintomas de tizén foliar
y de flores en C. morifolium que fueron coincidentes con los descriptos por Rao (1964)
quien ha reportado Alternaria tenuis Auct. (Alternaria alternata (P.) Keissler.), causando
el tizédn de las hojas y el tizon de la flores de Chrysanthemum indicum, L. de Maharashtra
(India). Este autor describié que las manchas eran ovales a irregulares o angulares, de
color marrén oscuro a nhegro, induciendo el tizon de las hojas y de las flores y
consecuente defoliacién, sintomas totalmente coincidentes con los observados y
reproducidos en laboratorio durante este trabajo. Por otro lado, segun Camargo et al.,
(2000), Alternaria sp. produce necrosis de los tejidos provocando manchas en las hojas;
al principio son pequefias y de color purpura, que rapidamente crecen adoptando una
forma circular, el centro se destaca por su color café grisaceo, necrotico, hundido y
ornamentado con anillos concéntricos. En los tallos, las lesiones son al principio
superficiales, pero después, penetran profundamente causando necrosis, del mismo
modo que lo ocurrido en los cultivos de Santa Rosa. También Dominguez-Serrano
(2016), observd que los sintomas de la enfermedad aparecieron inicialmente como
lesiones pequefias de color pardo con halo amarillento. A medida que la enfermedad
avanzaba, las manchas confluyeron hasta formar grandes areas irregulares necrosadas.
En otros casos, hojas enteras se tornan amarillentas. La enfermedad fue avanzando
desde la parte inferior de la planta hacia el apice, desarrollando un cancro que
estrangula las plantas, causando la muerte de la planta (Fig. 32).

Los resultados del estudio fueron coincidentes en cuanto a sintomas foliares,
observandose ademas el efecto de dafio en flores no solo en relacion al deterioro del
aspecto externo sino ademas en lareduccion del tamafio de las mismas, caracteristicas
observadas en los monitoreos y en el laboratorio.
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Figura 32. Ay B. Avance de la enfermedad desde I base hacia el apice.

Finalmente, de acuerdo con lo informado por Cabrera, et al., (2004), en el examen macro
y microscopico, se observaron manchas de forma irregular, de color negro a castafio-
oscuro, que se encontraban, en su mayoria, en el borde de las hojas. En flores, el tejido
de los pétalos apareci6 totalmente necrosado, afectandolos casi en un 30 % del total, lo
cual asevera las observaciones y resultados logrados en la ejecucion de este trabajo.

El tizén foliar es una enfermedad que ocasiona pérdidas econémicas en los campos de
produccién, como asi también en las condiciones de mercado. Como sintoma de esta
patologia, en las flores se observa oscurecimiento y podredumbre de capitulos, por lo
que se vuelve inviable la comercializacion de estas flores (Freitas-Astla et al., 2005).
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Con respecto a la medicion de la enfermedad, ésta fue cuantificada en el estadio de
floraciéon por ser éste el momento de mayor susceptibilidad. El tizon foliar causada por
el complejo Alternaria, fue incrementada por el manejo inadecuado del cultivo,
particularmente en el establecimiento Las Margaritas. En éste se observaron
plantaciones continuas de crisantemo, afio tras afio, sin rotacion y sin eliminacion de
plantas enfermas, con el agravante de utilizacion del rastrojo de crisantemo como abono
de las plantaciones; esta situacion aumenta progresivamente el porcentaje de in6culo
del tizon (conidios y micelio) en el entorno de las nuevas plantas. Las especies
fitopatégenas de Alternaria invernan como micelio en los restos de plantas infectadas y
en forma de esporas o micelios en las semillas. Sin embargo, es mas frecuente que las
esporas que forma el hongo en gran abundancia (especialmente cuando las lluvias son
frecuentes y hay un rocio abundante) sean desprendidas del micelio para desarrollarse
sobre restos vegetales, malezas o plantas cultivadas infectadas. Las esporas que han
germinado penetran a los tejidos susceptibles directamente o a través de herida, y en
poco tiempo, producen nuevos conidios que son diseminados por el viento, la lluvia, las
herramientas, etc. Con pocas excepciones, las enfermedades producidas por Alternaria,
aparecen con mayor frecuencia sobre tejidos senescentes y particularmente en plantas
con poco vigor, nutricion deficiente, o en plantas que crecen bajo algun tipo de
adversidad debido a condiciones ambientales desfavorables, insectos, otras
enfermedades, etc. (Agrios, 1998). El agente causal es favorecido por temperaturas
elevadas, entre 20° y 28°C, pero es capaz de desarrollarse en un amplio espectro de
temperaturas, siempre que la humedad relativa esté por encima del 80% (Freitas-Astla
et al., 2005). Asi mismo, si consideramos la humedad, seguin Culp & Thomas (1964),
informaron que la humedad del suelo es uno de los factores que predispone a las
enfermedades por Alternaria, tanto exceso ocmo deficiencia, ya que producen tensiones
en las plantas. Esto explicaria los bajos a moderados indices de incidencia y severidad
registrados durante el periodo de monitoreo de la enfermedad, en un area que soporté
una fuerte sequia, con un valor de precipitaciones durante otofio-invierno y principios de
primavera de apenas 98,55 mm (Registros Metereolégicos INTA Santa Rosa, Corrientes
2015).

Segun Rotem (1998), las especies patdgenas de Alternaria perduran en el suelo varios
afos, en los restos vegetales y en semillas. En el caso de A. alternata, sobrevive en los
tejidos enfermos en hojas, tallos y yemas, como micelios y conidios. Por tal razoén,
Vazquez Guadamarra (2016), recomienda destruir los residuos de cosecha, realizar
rotacion de cultivos para reducir el in6culo del suelo y utilizar variedades resistentes o
tolerantes.

La predisposicion de la planta a las enfermedades es definida como el incremento de la
susceptibilidad del hospedante resultante de la influencia de factores externos actuando
sobre la planta. La susceptibilidad de la planta debida a la edad, se manifiesta cuando
la planta se aproxima a la edad de floracion con un niumero mayor de infecciones, con
lesiones méas grandes, mas rapida expansion de estas lesiones y periodos de latencia
mas cortos, para el caso de infecciones de Alternaria (Populer, 1978). Al respecto,
Rotem (1998) también sefialé que en muchos casos el incremento de la susceptibilidad
resulta directamente del tipo de agente que produce la enfermedad, mientras en otros
casos puede haber interaccion de varios factores.

Del mismo modo, se observé que el complejo Alternaria se caracteriza por infectar a la
planta en dos momentos de su desarrollo: en estado juvenil (plantinera) y en floracion.
Esto explicaria el hecho que en los cultivos estudiados fueron mayores las infecciones
en plantinera y en estadio de floraciébn de la planta, que son los periodos mas
susceptibles de éstas a la enfermedad.

Ademas, de acuerdo a Rotem (1998), las plantas que crecen vigorosamente son mas
resistentes a las infecciones por Alternaria que aquellas pobremente desarrolladas. En
ciertos casos la asociacion entre vigor y susceptibilidad resulta de varios efectos
culturales. Esto también se aplicaria a lo observado en los cultivos de crisantemo en los
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invernaderos visitados, donde la presencia de malezas y cuscuta, en la zona central fue
manifiesta e influyé en el incremento del nimero de plantas con sintomas.

Figura 33. A-D. Invernaderos en produccién con presencia de malezas y plantas con
sintomas de tizén foliar. Ay C. Establecimiento Gadiersa S. A.; B y D. Establecimiento
Las Margaritas.

A su vez, Cumes Mantanico (2008), informo que en los invernaderos se crean sistemas
en los que no existe un balance natural de las poblaciones vegetales, debido a que sélo
se siembra una especie vegetal (monocultivo), coincidente con lo registrado en el
Establecimiento Las Margaritas. En tanto, el porcentaje de incidencia fue mayor en éste,
debido en parte, al desconocimiento del comportamiento biolégico del agente causal.
Los fungicidas se aplicaron en forma preventiva, sin conocimientos precisos de dosis y
momento. En tanto la severidad de la enfermedad en ambos establecimientos promedio
el 5 %, que se corresponderia a los grados 2 y 3 de la escala de Villanueva-Couoh et
al., (2005), mientras la incidencia oscil6 entre el 5,5y 18,17% en los Establecimientos
Gadiersa S.A. y Las Margaritas, respectivamente. Ante esta situacion, es muy probable
gue el manejo agrondémico aplicado y las condiciones ambientales, podrian estar
determinando la intensidad de la misma en el periodo en el cual fue realizado este
estudio, motivo por el cual es necesario intensificar el monitoreo de la enfermedad, a fin
de precisar los valores de incidencia y severidad.

La enfermedad se manifesté desde plantas jovenes en primera plantacion y la severidad
se acentuo a medida que se alcanzara floracion y mas aun al avanzar las estaciones
del afio, con pérdida de 6rganos enfermos. Este hecho se registré en los galpones de
los establecimientos, donde se debié disponer de personal extra, destinado a la
limpieza, clasificacion y embalaje del material destinado a la comercializacion, lo cual
coincide con lo informado por Rotem (1998), cuando asevera que el incremento en la
intensidad de la enfermedad a menudo ocurre después que algunas pérdidas ya se han
producido, como es el caso de muerte de plantas jovenes en plantineras. Asi mismo,
Boote et al., (1983), reporté que las enfermedades por Alternaria incrementan las
pérdidas en campo porque la fotosintesis es afectada en el follaje, o por la invasion del
patégeno en flores, lo que va en detrimento de la calidad del producto o por la
combinacion de todos estos mecanismos.
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Por otro lado, la identificacion y clasificacion de las especies del género Alternaria se
han basado primariamente sobre la morfologia de los conidios y patrones de
encadenamiento de los mismos sobre el conidiéforo (Simmons, 2007). Sin embargo la
identificacion de éste género, contintia ofreciendo muchas dificultades, particularmente
por la alta variabilidad y diversidad. Algunos autores proponen agrupar las especies con
subgrupos a su vez. Para resolver lo propuesto en la hipétesis en este trabajo se ha
seguido la propuesta de Woudemberg (2013), Simmons (2007), Rotem (1998) y Ellis
(1971, 1976).

El principal enfoque del estudio fue la caracterizacion e identificacion de cepas de
Alternaria aisladas de plantas de crisantemo, que fueron afectadas por tizén (de hojas
y de flores), en base a la morfologia y morfometria de conidios y caracterizacion de
colonias desarrolladas en APG. Ademas, fue imprescindible la ejecucion de pruebas de
patogenicidad (de todas las cepas aisladas), y el estudio de identificacion molecular de
algunas de esas cepas, para confirmar la identificacibn morfolégica realizada. Estos
trabajos se debieron realizar debido a la variabilidad que se observd en las
caracteristicas morfo-fisiologicas de las especies que componen el género Alternaria
aisladas de crisantemos de cultivos correntinos.

En este punto la situacién fue similar al planteo por el cual Woudenberg et al., (2013),
trabajaron y encontraron que el género Alternaria es muy variable. Ellos comprobaron
que el género se compone de 24 secciones (Sec. Alternata, Sec. Alternantherae, Sec.
Porri, Sec. Gypsophylae, Sec. Radicina, Sec. Sonchi, Sec. Brassisicola, Sec.
Infectoriae, Sec. Dianthicola, Sec. Cheiranthus, Sec. Japonicae, Sec. Eureka, Sec.
Embellisioides, Sec. Nymbya, Sec. Panax, Sec. Phtagmosporae, Sec. Chalastospora,
Sec. Embellisia, Sec. Pseudoulocladium, Sec. Teretispora, Sec. Ulocladioides, Sec.
Ulocladium, Sec. Undifilum, Sec. Crivellia), casi siempre con una a varias especies por
seccion.

Observando esta publicacién y comparando con el trabajo de tesis desarrollado, se
comprobd que la mayor parte de los aislados obtenidos de las plantas enfermas de
crisantemo, se ubicaron en la Seccion Alternata, incluidas las especies Alternaria
alternata, A. tenuissima y A. longipes que sin embargo, presentaron caracteristicas
morfométricas ciertamente diferentes a otras cepas que se ubicaron en esta seccion.
Por otro lado, la cepa N° 16, sindicada como A. radicina, no frecuente sobre
crisantemos, se ubicaria en la Seccién Radicina, lo cual en parte explicaria su ubicacion
solitaria en el analisis estadistico de conglomerados.

Asi mismo, en cepas no monospéricas examinadas con microscopio Optico, se
observaron conidios y conidiéforos consistentes con la descripcion de A. chrisanthemi
(Ellis, 1971), que fuera renombrada taxondmicamente por Simmons (2007) como
Teretispora leucanthemi (Nelen). E.G. Simmons, y ubicada en la Seccion Teretispora
por Woudenberg et al., (2013), como una especie monotipica (Tabla de autores, en
Anexos).

En definitiva, los agentes causales determinados fueron: Alternaria alternata (Fr.)
Keissler, A. tenuissima (Kunze) Wiltshire, A. longipes (Ellis & Everh.) E. W. Mason,
Alternaria radicina Meier, Drechsler & E.D. Eddy, y Teretispora leucanthemi (Nelen). E.
G. Simmons (= A. chrysanthemi E.G. Simmons & Crosier), lo que afirma lo planteado
como hipétesis sobre la existencia de un complejo causal de tizén, en plantas de
crisantemo en Corrientes.

Estos resultados demuestran la existencia de variabilidad morfolégica y cultural
considerable entre las diferentes cepas obtenidas en este trabajo, lo cual fue
complementado mediante el andlisis de conglomerados de todas las cepas analizadas,
permitiendo el agrupamiento de las mismas; no obstante, la amplificacién de la regién
ITS de dos de los aislados (N°9 y 17) del género, corroboré la identificacion de las
mismas como A. alternata. La region ITS es actualmente la regibn del ADN mas
ampliamente secuenciada y empleada en la identificacion molecular flngica.
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Tipicamente este marcador molecular es (til para investigaciones en sistemética
molecular a nivel de especie e incluso a nivel intraespecifico (Schoch et al., 2012; Bich
et al., 2015).

Los resultados de sensibilidad detallados en la Tabla N° 17, en el Capitulo Ill., sefialan
que Carbendazim (150 ppm) y Azoxistrobina (118ppm), la Clso determinada superan las
50 ppm, por lo que la cepa utilizada se clasifica como resistente a estos productos,
segun la escala de Edginton et al., (1971); de igual modo, A. alternata también se
muestra como resistente a Mancozeb segun Edginton et al., (1971), pero esta escala
esta destinada para ser aplicada en aquellos fungicidas que actian en un solo sitio de
accién, motivo por el cual Mancozeb (de multiple sitio de accion segun la FRAC), debi6
ser analizada utilizando la escala propuesta por Lim (1980) (especifica para
ditiocarbamatos); éste autor considera que un patdégeno se comporta de manera
resistente cuando la Clso supera las 700 ppm. En este trabajo, Clso determinada fue de
687 ppm, con lo cual fue clasificado como poco “téxico” a este producto.

Segun la FRAC (2013), la especie Alternaria alternata es considerada muy agresiva y
versatil al mismo tiempo, al momento de desarrollar resistencia en periodos cortos de
tiempo, lo que representa una seria amenaza para el éxito comercial de nuevas
moléculas con accidn fungicida.

Segun Odenapur (2011), para inhibir el crecimiento micelial de A. alternata en un 90%,
se deberia utilizar una dosis mayor a 2000 ppm de Mancozeb. A su vez, Arun-kumar
(2008) logré controlar el crecimiento micelial del hongo A. alternata en un 75,81% con
fungicidas de la familia de los Ditiocarbamatos en concentraciones superiores a 1.000,
2.000 y 3.000 ppm. Estos resultados son coincidentes a los obtenidos en este trabajo,
demostrando que la utilizacién de estos principios activos esta generando una seleccién
de cepas resistentes a estos principios activos.

El complejo de especies del género Alternaria estudiadas en este trabajo son patégenos
con alta capacidad de esporulacion, lo cual combinado con principios activos de las
familias de los benzimidazoles (Carbendazim) y estrobilurinas (Azoxistrobina) presentan
un valor de riesgo nueve, segun la matriz de riesgo propuesta por la FRAC (2018) (Tabla
20).

Tabla N° 20. Matriz de riesgo de resistencia (Frac, 2018).

Basico
Fungicida

Si bien el patégeno tolera altas concentraciones de los principios activos utilizados, se
observo alteraciones morfoldgicas en las hifas, conidios y condioforos, ocasionando
estructuras amorfas y anormales (deformaciones y pérdidas de tabiques en esporas,
adelgazamiento de hifas). Eso se observa especialmente ante el efecto de Carbendazim
gue actua sobre la division celular del patégeno, lo cual ocasiona un costo energético
importante en el individuo que deriva en la viabilidad del patégeno (Fig. 34).



48

)4 O = Ry S A
Figura 34. A. Deformaciones de conidios y adelgazamiento de hifas; B. Pérdida de los

tabique; C. Deformacion de la espora.

Por lo expuesto, los resultados obtenidos en el presente trabajo, demuestran la
necesidad de un monitoreo constante de la sensibilidad de la poblacién patégena a
estos principios activos, lo que plantea la necesidad de reformular el actual manejo de
enfermedades. Sin duda, un enfoque integral en el manejo contribuira en el uso eficiente
de otros fungicidas en el control del tizén. Asi mismo, el monitoreo de variables
ambientales es una herramienta importante para el productor que lo ayudara en la
implementacion de resultados a nivel comercial (Gastélum & Galvez- Figueroa, 2002).

CAPITULO V

CONCLUSIONES.
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Los dieciocho aislados del género Alternaria obtenidos en este trabajo, permiten concluir
que el tizén foliar del crisantemo en la Provincia de Corrientes, es causado por un
complejo de especies de dicho género, confirmando lo planteado en la primera
hipétesis.

Todos los aislados (cepas monospdricas) demostraron su patogenicidad en los dos
métodos de inoculacion utilizados.

El progreso del tizén foliar en cultivos de crisantemo, demuestra tendencia a aumentar
en sitios en los cuales las plantas reciben un manejo inadecuado y/o deficiente del
cultivo.

Los tres principios activos evaluados in vitro no fueron efectivos sobre la cepa de
Alternaria estudiada.

Es necesario profundizar tales estudios de sensibilidad in vitro con otros principios
activos fungicidas.

Se propone un cambio de manejo que contemple los resultados obtenidos, a fin de
mejorar la calidad de la produccion.
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ANEXOS

Analisis estadisticos

Valores medios de conglomerados

Largo N° Tabiques N° Tabiques N° Tabiques
Conglomerado Cepas Largo Ancho de Pico Transversales Longitudinales Oblicuos
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1 1 25,44 8,02 5,28 3,74 0,65 0,68
1 3 19,50 7,60 2,20 3,43 0,43 0,50
1 4 18,89 8,26 2,45 3,25 0,85 0,35
1 6 13,83 5,86 4,38 3,06 0,19 0,13
1 9 13,56 5,71 4,05 2,80 0,00 0,30
1 10 13,83 5,86 4,38 3,06 0,19 0,13
1 11 16,52 7,79 2,71 3,50 0,83 0,47
1 12 17,29 7,21 2,78 3,35 0,35 0,35
1 13 12,39 6,65 2,17 2,50 0,15 0,00
1 15 14,56 7,47 2,80 3,20 0,60 0,27
1 17 13,27 6,78 2,33 2,67 0,52 0,38
1 18 16,27 7,73 4,73 3,67 1,00 0,67
2 16 16,98 8,23 2,98 0,06 0,63 0,13
3 2 15,84 7,20 13,10 3,00 0,71 0,85
4 5 33,47 10,92 6,67 4,97 1,53 0,33
5 7 23,63 7,50 2,80 4,60 0,77 0,17
5 8 2492 798 3,31 4,47 0,10 0,00
5 14 24,18 757 2,86 4,86 1,18 0,09
Conidios

Analisis de componentes principales

Datos estandarizados
Casos leidos 401
Casos omitidos 1

Variables de clasificacion

Cepas

Autovalores

Lambda Valor Proporcién  Prop Acum
1 3,09 0,62 0,62
2 0,88 0,18 0,80
3 0,70 0,14 0,93
4 0,24 0,05 0,98
5 0,08 0,02 1,00
Autovectores

Variables el e2

largo total 0,52 -0,02

Ancho 0,50 -0,09

N° tab Transv 0,38 -0,29

N°tab long, 0,53 -0,13

N° tab, Oblicuos0,25 0,94

Medias de los grupos de conglomerados
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N° tabiques N° tabiques N° tabiques
Conglomerado Largo Ancho LargodePico transversales longitudinales oblicuos
1 19,16 7,61 3,18 3,66 0,73 0,38
2 16,98 8,23 2,98 0,06 0,63 0,13
3 15,84 7,20 13,10 3,00 0,71 0,85
4 33,47 10,92 6,67 4,97 1,53 0,33
5 13,17 5,83 3,68 2,78 0,09 0,16




58

Descripcién morfolégica de especies de Alternaria segln diversos autores.

N® de | N° de N° de | Largo X
Especie de Alternaria - Caracteristicas | septos septos Y
Autores ISR septos ancho de
generales transversa | longitudin ;
oblicuos cuerpo
les ales
Alternaria alternata
Colonia usualmente negra 0 negra
olivacea. Conidi6foros solitarios o en Largo: 20 a
pequefios grupos, simples o ramificados, 63 um (37
algunas veces geniculados, palido a medio pm ) x 9
olivaceo o marron dorado, liso, arriba de . . . als8 p (13
Mas de 8 Varios Varios
. 50um de largo y de 3 a 6 um de ancho. El pm)
Ellis, 1971 - ; .
conidio formado a lo largo, a menudo Pico palido
ramificado en cadenas, obclavados, de 2 a 5
obpiriformes, ovoides o elipsoides, a pm
menudo con un corto, cénico o cilindrico
pico, liso o verrugoso.
La colonia fue inicialmente blanco,
algodonosa, con profuso micelio aéreo, el
cual se va tornandose gris verdoso. Cuando
la colonia envejece, se torna negra, sin
micelio aéreo. Conidi6foros cortos o largos,
. b 11,06--
Arunku- simples o ramificados de 76,2 a 227,6 um 0a3 55.13 pum X
mar, 2008 de largo a 9,6 a 22,3 um de ancho. Los | 6a7 245 -653
conidiéforos eran hialinos a castafio - | | | - m
dorado con 2 a 11 septos. Conidios H
tipicamente muriformes, castafio oscuro, en
largas cadenas. La mayoria de los conidios
carecen de picos, pocos con pico corto y
rudimentario de color castafio oscuro.
Odenapur Idem Idem Idem Idem
2011 pur, Idem Arunkumar 2008 Arunkumar | Arunkumar | Arunku - | Arunkumar
2008 2008 mar 2008. 2008
Alternaria chrysanthemi = Teretispora
leucanthemi
Colonia efusiva, vellosa, gris a castafa
negruzca oscura, micelio sumergido en el
sustrato  Hifas ramificadas, hialinas,
ramificadas, septadas, que van a un
castafo- olivaceo palido, de 4 -8 pm de Con  mas
diam. Conidi6foros naciendo solitarios o en 25 a 130
p . de 9 a
. fasciculos. De méas de 6, derechos o pm (70 pm)
Ellis 1971 PO menudo o | e
flexuosos, cilindricos, septados, de color constrefiid 1 omaéas x 10 -26
olivaceo palido a medio, o castafio dorado, o0s (17) um de
liso, arriba de 100 pm de largo, de 6 a 11 ' ancho
de ancho. Conidios solitarios, naciendo a
través de pequefios poros en las paredes
de los conidi6foros, rectos o muy
ligeramente curvos, a menudo cilindricos,
algunas veces obclavados, constrefiidos en
los septos, hialinos a olivaceo-castafio o
castafio dorado, liso.
Villanueva Alternaria chrysanthemi
Couoh. et Conidiéforos y conidios oscuros, ovoidesen | <12 pum. | == | - 70 pm x 17
y cadenas cortas. El largo del conidiéforo es pm
al. 2005
de 25 a 84pm
. 25 -130
Rotem, Largo del conidiéforo de 25a84 pm. Largo | <12pum. |  --—- | -
1998 del pico: 0 um x 10-
T 26 pm.
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Los conidi6foros nacen simples o en
fasciculos de 2 a 5. Ellos son pélidos a
castafio - olivhceo medio, erectos,
multiseptados, raramente ramificado, de O-
s 3 geniculado con prominentes cicatrices en
obers, e
1965 los poros, con apices redondeados._S_us
medidas son: 12-76 x 5.2-9.0. Los conidios 52-148 pm
son lisos, muy palidos a castafio olivaceo | 5a 17 0a6 | - X
medio principalmente cilindrico a 10 a 36 um
ligeramente obovado, derecho,
ocasionalmente ligeramente curvo, con
base redondeada y con prominente cicatriz
en el poro , constrefiidos en los septos,
apices redondeados y sin picos
Alternaria longipes
Colonia anfigena. Conidiéforos naciendo
solitarios 0 en grupos, erectos, simples o 35 a 110
ramificados, rectos o flexuosos, cilindricos, pm (69 pm)
septados de color castafio-olivaceo palido, x 11 a 21
con mas de 80 pm de largo, de 3 a5 um pm (14
de ancho, con 1 a varias cicatrices 3 a 7 pm). Largo
. conidiales.  Conidios algunas veces . ’ del pico es
Ellis, 1971 solitarios, pero usualmente en cadenas, usualment 1 avarios 1 avarios un tercio o
o e5ab .
obclavados, rostrados, de color castafio un medio
palido a medio, lisos o verrugosos. El pico de la
es castafio pdlido y es usualmente la longitud
tercera o la mitad del largo total del cuerpo total  del
del conidio, de 2 a 5 pm de ancho. y a cuerpo
menudo hinchado en el extremo.
Comprobé que las caracteristicas
. observadas ocurren consistentemente en
Simmons, . ) ; S T e e IR
1992 diferentes aislamientos de esta Alternaria
en tabaco.
Esta especie esporula mas rapido que
Alternaria alternata. Ademas el pico es
morfolégicamente diferente y produciendo
R conidios mas pequefios en cultivos que en
otem, P e B B
sustrato natural y tiene las paredes de los
1998 o~ -
conidios un grosor diferente.
Considera que Alternaria longipes es un
patotipo de A. alternata en tabaco.
Idem Ellis, (1971). Estos autores
establecieron 24 secciones para el género
Wouden- . ) : -
berg et al., AIterngrla, y la especie A. longipes se ubica Idgm Idgm Ide_m Ide_m
2013 también _ Ellis, 1971 Ellis, 1971 Ellis, 1971 Ellis, 1971
a la seccion alternata
Altenaria tenuissima
Colonias grises, de micelio abundante, méas 22a95pum
elevado. Conidi6foros: solitarios, simples o (54 pm) Xx
ramificados, rectos o flexuosos. Conidios: 8-19 (13)
solitarios 0 en cortas cadenas, rectos o pm. Elpico
curvados, obclavados o con el cuerpo del cuando
conidio elipsoidal, adelgazandose esta
Ellis 1971 gradualmente hacia el pico. El pico es | , . Varios Varios presente
usualmente es mas corto. Los conidios son puede
ligeramente o no constrefiidos en los superar la
septos. El pico, a veces septado asimétrico, mitad  del
Esa disposicion da una ligera curvatura al largo  del
conidio. El color de los conidios es castafio cuerpo del
dorado, pélido a medio, lisos o verrugosos. conidio
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15a 55 um
Conidiéforos castafio-  amarillento, (35) x 7 a
o - P 15 pm (10)
solitarios, lisos de 3-5 septos, con el apice m
Milholland, | ligeramente hinchado, de 30 - 50 pm por 4- 1a7 123 | e LLlos. icos
1973 5 de ancho. Conidio ovoide, obclavado, o S pIco
. : A~ miden mas
piriforme, muriformemente dividido d
el5 um X
de 2-3) um
Alternaria radicina
Conidiéforos simples o ramificados, rectos
o flexuosos, cilindricos, septados de color
castafio palido a medio o castafio olivaceo,
liso, con una o varias cicatrices. Conidios
solitarios o en cadenas, de forma muy 27-57 (38)
Ellis 1971 variable, elipsoides, obclavados u | 2a5 1 a varios 1 a varios pmx9a 27
obpiriformes, castafio oscuro, castafio (19) pm
medio o castafio olivdceo. Algunos con
constricciones en los septos. Especie
ubicua. Generalmente en Lamiaceae.
Recordada desde Argentina y otros paises
por Simmons.
15a51 pym
X9 -27 pm
(19) um
Rotem, 3a7 | | e Largo total
1998 -
del conidio
de 27 a 57
(38) um
La colonia en PDA, tiene color castafio, a
verde oscuro olivaceo, chatas, de escaso
crecimiento  aéreos con  margenes
Kathe ) o .
et al wregu_lares que tln? el mec_i_lo de colqr De 30 a 85
2017‘ amarillo oscuro Fornandose rojizo en medm 2a5 | e e um
V 8. Los conidiéforos erguidos, solitarios
producen conidios apicales y solitarios por
lo general. Los conidios son elipsoides u
ovoides.
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Secuencias nucleotidicas en formato FASTA. (INBIOMIS)

(>39C;IC-IZ-'I§GlGACCTCTCGGGGTTACAG CCTTGCTGAATTATTCACCCTTGTCTTTTGCG
$é$:II:G TTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGACAAACATAAACCTTTTGTAA
Z\;C'I;%AG CGTCAGTAACAAATTAATAATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
E%LC'BFCGATGAAGAACGCAG CGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCA
,EX('I%CATCGAATCTTTGAACGCACATTG CGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGC
'I(;ggXG CGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAG
gl(;'gGAGACTCG CCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCA
ggﬁ\GTCG CACTCTCTATCAGCAAAGGTCTAGCATCCATTAAGCCTTTTTTTCAAC
TTTT GACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAA

(>3?I:'II:I(-_“-;SA‘,1AAAAAGGCTTAATGGATGCTAGACCTTTGCTGATAGAGAGTGCGACTTG
$ggGCTCCGAAACCAGTAGGCCGGCTGCCAATTACTTTAAGGCGAGTCTCCAGC
éé?AGAGACAAGACG CCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAATGACGCT
giééCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATG
QETI'CC:SAATTCTG CAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATG
ggégAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAATTATTAATTTGTTACTGACGCTGAT
I\igl':TACAAAAGGTTTATGTTTGTCCTAGTGGTGGGCGAACCCACCAAGGAAACA
ﬁgﬁACGCAAAAGACAAGGGTGAATAATTCAGCAAGGCTGTAACCCCGAGAGGT
TCCA GCCCGCCTTCATATTTGTGTAATGATCCCTCCGCAGGTA

>9-Cdéntigo consenso
TACCTGCGGAGGGATCATTACACAAATATGAAGGCGGGCTGGAACCTCTCGGG
SZEI?ZCTTG CTGAATTATTCACCCTTGTCTTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGG
g-IC_ZECC:ZACCACTAGGACAAACATAAACCTTTTGTAATTG CAATCAGCGTCAGTAAC
?::‘IAATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGG CATCGATGAAGAACG
géﬁAATG CGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
éﬁgiTTG CGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTAC
,CA:/CA:gcc:ZTTTG CTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTTGCTGGAGACTCGCCTTA
"?":STTGGCAG CCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACAAGTCGCACTCTCTAT
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CAGC
AAAGGTCTAGCATCCATTAAGCCTTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAG
GGAT ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAA

g]gggg'l%CTCGGGGGTTACAG CCTTGCTGAATTATTCACCCTTGTCTTTTGCGTAC
$£§$TCCTTGGTGGGTTCG CCCACCACTAGGACAAACATAAACCTTTTGTAATTG
gﬁé-l(;GTCAGTAACAAATTAATAATTACAACTTTCAACAACG GATCTCTTGGTTCT
,E'I(?C(I:G ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGT
'I(-?éAATCGAATCTTTGAACG CACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTG
-l(;l;\% CGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCT
$£CC;5CAGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAG CCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGC
ﬁg"‘}\CG CACTCTCTATCAGCAAAGGTCTAGCATCCATTAAGCCTTTTTTCAACTTTT
GAC CTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAAA

(>.“-;1C?'I-'IC-I5-C83CL-]1 CTCCGAAACCAGTAGGCCGGCTGCCAATTACTTTAAGGCGAGTCTCCA
igéCTAGAGACAAGACGCCCAACACCAAGCAAAG CTTGAGGGTACAAATGACG
gL%iGGCATG CCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGA
%c';éACTGAATTCTG CAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGA
Z\giiCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAATTATTAATTTGTTACTGACGCTG
é-(I—Z;ATTACAAAAGGTTTATGTTTGTCCTAGTGGTGGGCGAACCCACCAAG GAAA
gﬁﬁGTACGCAAAAGACAAGGGTGAATAATTCAGCAAGGCTGTAACCCCCGAGA
gg;éCCCG CCTTCATATTTGTGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCCTACGGAA

GA

>17-Céntigo consenso
TCTTCCGTAGGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACACAAATATGAAGGCGGGCT
igéTCTCGGGGGTTACAG CCTTGCTGAATTATTCACCCTTGTCTTTTGCGTACTT
'I('::Il:'-l'rgCTTGGTGGGTTCG CCCACCACTAGGACAAACATAAACCTTTTGTAATTGCA
g-(rIcC:?I'CAGTAACAAATTAATAATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGG
gﬁTFC(;AAGAACG CAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
?ggﬁATCTTTGAACG CACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTC
E_%IEEATTTGTACCCTCAAGCTTTG CTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTTG
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AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACA
AGT

CGCACTCTCTATCAGCAAAGGTCTAGCATCCATTAAGCCTTTTTTCAACTTTTGA
CCTC GGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAAA



