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Resumen

La podredumbre amarga de los frutos, ocasionada por especies de Colletotrichum, es una de las enfermedades que causa
mayores pérdidas en el cultivo del manzano en regiones de clima himedo. En Uruguay, su importancia se acrecienta
cuando ocurren veranos calidos y lluviosos. Luego de la cosecha, Colletotrichum spp. debe recurrir a mecanismos de
sobrevivencia que garanticen su presencia en la siguiente temporada de produccion. EI conocer con exactitud como
sobrevive este patdgeno permitiria ajustar estrategias de manejo con el fin de reducir la disponibilidad de inéculo inicial. El
objetivo de este trabajo fue elucidar los lugares y las estructuras de sobrevivencia de Colletotrichum spp. en el campo. Para
ello, en un monte comercial de manzano con antecedentes de podredumbre amarga se colectaron muestras de diferentes
partes de la planta (ramas, yemas fructiferas y frutos momificados) y del suelo (restos de podas y frutos momificados) en
diferentes momentos durante dos afios consecutivos. Las muestras fueron procesadas con el fin de detectar la presencia de
estructuras vegetativas o reproductivas de este patdgeno. Se constato la presencia de Colletotrichum spp. sobre los arboles,
principalmente sobre la madera de las ramas. No fue posible encontrar el patdgeno sobreviviendo en frutos momificados ni
enrestos de poda sobre el suelo. Las estructuras detectadas fueron masas de micelio y cirros de conidios, y en ninglin caso
Se encontraron peritecios con ascas y ascosporas.
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Summary

Sites and Structures for the Survival of Colletotrichum spp., the Causal
Agent of Bitter Rot of Apple

The bitter fruit rot caused by species of Colletotrichum is one of the most destructive diseases affecting apple fruit in humid
climates. In Uruguay, when hot and rainy summers occur, they cause important fruit losses. After harvest, Colletotrichum spp.
have to survive to guarantee their presence in the next production season. Knowing exactly how this pathogen survives, will
allow designing management strategies to reduce the amount of initial inoculum. The aim of this study was to elucidate the sites
and structures of survival of Colletotrichum spp. in the field. For this, in a commercial apple orchard with history of bitter rot,
different organs from the plant (branches, fruit buds and mummified fruits) and from the ground (garden waste and mummified
fruits) were collected at different times during two consecutive years. The samples were processed to detect the presence of
vegetative and reproductive structures of this pathogen. Colletotrichum spp. was found in apple trees, mainly on the wood of
the branches. It was not possible to detect the pathogen on mummified fruit nor on prunings collected from the ground. The
structures found were masses of mycelium and conidia cirrus, and in no cases perithecia with asci and ascospores were
found.
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Introduccidn

La Podredumbre Amarga (PA) es una de las enferme-
dades mas comunes y destructivas de los frutos del man-
zano en regiones con veranos calidos y lluviosos (Ogawa
e English, 1991; Sutton, 1990). En Uruguay, cuando ocu-
rren condiciones ambientales favorables para el desarrollo
de esta enfermedad, las pérdidas de fruta pueden ser supe-
riores al 50 % (Alaniz etal., 2012, 2015; Velho et al., 2015).
El dafio principal consiste en una pudricion blanda que pue-
de causar la destruccion total del fruto. Inicialmente apare-
cen pequefias manchas circulares de color pardo o grisa-
ceo. La zona afectada avanza en forma circular a la vez
que profundiza en la pulpa en forma cénica. La superficie de
lazona afectada se deprime hasta aplanarse. Sobre la mis-
ma se observa la produccion de acérvulos en circulos
concéntricos, que exudan masas de esporas (conidios) de
color naranja 0 salmén a marrén claro (Mondino et al.,
2009). Cuando la fruta es colonizada completamente, se
inicia un proceso de momificacion. Esta fruta momificada
puede caer al suelo o permanecer sobre el arbol hasta la
siguiente temporada (Sutton, 1990).

La PAes ocasionada por diferentes especies de Colle-
totrichum. En Uruguay, C. fructicola es la especie predo-
minante y con menor frecuencia aparecen C. theobromi-
cola, C. melonis y una especie de Colletotrichum adn no
identificada (Alaniz etal., 2015). C. fructicola también ha
sido citada como la especie predominante en Brasil y Chi-
na (Velho et al., 2015; Fu et al. 2013), mientras que
C. fiorinae es la que predomina en Kentucky (Munir, 2015).
Otras especies citadas causando esta enfermedad son
C. nymphaeae en Brasil (Velho et al., 2014), C. godetiae en
Holanda, Reino Unido y Eslovenia (Wenneker et al., 2015;
Baroncelli et al., 2014; Munda, 2014) y C. siamense en
Kentucky y Brasil (Munir, 2015; Velho et al., 2015).

Aligual que ocurre con otros patdgenos que afectan la
fruta, luego de la cosecha y durante el invierno Colletotri-
chum debe recurrir a mecanismos de sobrevivencia que
garanticen la presencia de inculo en la siguiente tempora-
da de produccion. Diferentes lugares y formas de sobrevi-
vencia han sido reportadas en la bibliografia para las espe-
cies de Colletotrichum causantes de la PA del manzano.

Varios autores indican que la principal fuente de inculo
para la fruta es la propia planta, donde Colletotrichum
sobreviviria saprofiticamente; estos autores afirman haberlo
encontrado sobre frutos momificados, ramas y yemas
asintomaticas (Crusius et al., 2002; Sanhueza etal., 2002;
Bernardietal., 1983; Brook, 1977). Sutton y Shane (1983)
mencionan que Colletotrichum sobrevive sobre madera
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muerta y que es alli donde produce peritecios con ascas y
ascosporas. Esta forma de sobrevivencia parece ser
especialmente importante en lugares donde existe la
enfermedad conocida como fuego bacteriano causada por
Erwinia amilovora, ya que esta bacteria mata los brotes
nuevos de las ramas, los que son colonizados luego por
Colletotrichum spp. (Sutton, 1990). El fuego bacteriano no
esté presente en Uruguay y tampoco es comUn encontrar
abundantes ramillas muertas por otras causas. Los frutos
momificados que quedan sobre la planta o en el suelo
también han sido mencionados como sitio de sobrevivencia
de Colletotrichum, sobre los mismos se producirian
aceérvulos o peritecios en la siguiente temporada (Snowdon,
2010; Sutton, 1990; Taylor, 1971).

Hasta el momento no se han encontrado trabajos que
estudien si Colletotrichum es capaz de sobrevivir sobre las
ramas podadas. Los restos de poda que suelen quedar en
el suelo, podrian constituir un lugar apropiado para la sobre-
vivencia en nuestras condiciones de produccion.

En Uruguay no existen antecedentes de trabajos ten-
dientes a determinar de qué maneray en qué sitios sobre-
vive de unatemporada a otra el hongo causante de la PAdel
manzano. Conocer como y dénde sobrevive Colletotri-
chum permitiria desarrollar estrategias especificas de con-
trol. Un ejemplo de ellos seria la remocién de ramas de
poda, frutos momificados u otras potenciales fuentes de ind-
culo, que es una recomendacion comun de manejo de
diferentes patdgenos en procura de evitar que la enferme-
dad se instale cada temporada en el cultivo (Celetti, 2014).

En base a lo expuesto el objetivo de este trabajo
fue elucidar los lugares en que permanece y las es-
tructuras que produce Colletotrichum spp. para su
sobrevivencia en las condiciones de produccion de
manzana de Uruguay.

Materiales y métodos

Sitio de muestreo

Durante dos afios consecutivos, 2013 y 1014, en un
monte comercial de manzano con antecedentes de alta
incidencia de PAlos afios anteriores (informacion que fue
obtenida mediante entrevista al técnico asesor del estableci-
miento), se realizaron colectas periddicas de diferentes or-
ganos en la parte aérea del arbol y de restos de poda o
frutos momificados caidos en el suelo. El monte utilizado es
de la variedad Cripps Pink y la variedad polinizadora es
Brasil Gala. Estéa ubicado en Kiyl (34° 38'S 56° 45'W),
departamento de San José, y fue implantado en el 2005,
con una densidad de plantacién de 1,2 mx 4 m.
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Sobrevivencia de Colletotrichum spp. sobre la planta

Tanto en el afio 2013 como en el 2014 se realizaron
cuatro colectas de muestras en los meses de mayo, julio,
setiembre y noviembre. En cada muestreo el monte se
recorrié en forma de zig-zag escogiendo al menos seis
arboles al azar. Se procurd incluir arboles de la zona baja
del predio donde se habia observado en afios anteriores
mayor incidencia de la PAen relacion al resto del monte. En
cada arbol se colectaron ramas (aproximadamente de unos
2 cm de didmetro) tomadas a diferentes alturas y de la parte
interna'y externa. En caso de detectarse su presencia, tam-
hién se colectaron frutos momificados del afio anterior. En
cada visita se colectaron entre 10y 30 muestras incluyendo
ramas de poda y frutos momificados. El material colectado
fue acondicionado en bolsas individuales de papel para su
traslado al laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de
Agronomia.

En el laboratorio, de cada rama se cortaron tres seg-
mentos de unos 7 cm aproximadamente de largo procu-
rando abarcar los extremos y parte central de la rama.
Tanto los segmentos de rama como las yemas fructiferas
(lamburdas) y los frutos momificados se procesaron indi-
vidualmente. La aparicion de estructuras de Colletotrichum
spp. se forz6 seguin la metodologia descrita por Mertely y
Legard (2004). Las muestras (segmentos de ramas y fru-
tos momificados) fueron colocadas a -18 °C por dos horas.
Posteriormente fueron ubicadas individualmente en bande-
jas de plastico con tapa junto a algodén humedecido con
agua estéril en su interior para dar condiciones de camara
himeday fueron mantenidos en incubadora a 25 °C y foto-
periodo de 12 horas con luz ultravioleta cercana (T8 BLB
de 220 V) mas iluminacion fluorescente 380-480 nm (Luz
do dia, osram universal 20 W, k8a8 C.6, Brasil).

Transcurridos 20 dias se examiné cada muestra en
procura de detectar la presencia de estructuras vegetativas
ylo reproductivas de Colletotrichum spp., micelio, acérvu-
los con cirros 0 masas de conidios expuestos y/o perite-
cios. Para ello se utiliz6 lupa binocular estereoscdpica de 6-
50x (Wild Heerbrugg, modelo 140755, Suiza). Cuando la
presencia de alguna estructura fue detectada, se procedio a
observarla bajo microscopio 6ptico de 40 a 400x (Olym-
pus, CX41, Tokio, Japdn) para confirmar que se tratase de
estructuras (conidios, peritecios, ascosporas) pertenecien-
tes al género Colletotrichum. En cada una de las fechas
evaluadas se registrd el nimero de muestras con presen-
cia de estructuras de Colletotricum spp.. En el caso de las
ramas se diferenci6 sila estructura encontrada se ubicaba
sobre la propia rama, yema o flor.
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Sobrevivencia de Colletotrichum spp. en restos de poda
y frutos momificados en el suelo

Los muestreos se realizaron luego de la poda invernal.
En el afio 2013 se realizaron dos colectas, una en setiem-
bre y otra en noviembre; mientras que en el 2014 fue posi-
ble realizar tres colectas: en julio, setiembre y noviembre.
Durante cada colecta el monte se recorrié en forma de zig-
zag recogiendo del suelo ramas podadas y frutos momifi-
cados, preferentemente debajo de la copa de los arboles,
de al menos seis lugares diferentes. También en este caso
se procurd incluir en el muestreo la zona mas baja del
monte. En cada visita se colectaron al menos 20 muestras
incluyendo ramas y frutos momificados. El material reco-
lectado fue acondicionado en bolsas individuales como se
indicd anteriormente, para su posterior traslado al laborato-
rio de Fitopatologia de la Facultad de Agronomia.

Una vez en el laboratorio, de cada rama se cortaron tres
segmentos de aproximadamente 7 cm de largo procuran-
do abarcar los extremos y parte central de larama. Cada
muestra (segmento de rama, lamburda o fruto momificado)
fue acondicionada individualmente en cAmara himeda
como se describid anteriormente. Las muestras se mantu-
vieron a temperatura ambiente con el fin de inducir la apari-
cion de signos. Luego de transcurridos al menos 10 dias
las muestras fueron examinadas con la ayuda de lupa y
microscopio. Para cada una de las fechas de muestreo
evaluadas, se registré el nimero de muestras con presen-
cia de estructuras de Colletotrichum spp.

Resultados

Sobrevivencia de Colletotrichum spp. sobre la planta

Se constato la presencia de Colletotrichum spp. en
ramas y yemas fructiferas colectadas del &rbol. En todos
los casos las estructuras detectadas correspondieron a ma-
sas de micelio de color gris sobre las que emergian cirros
anaranjados de conidios caracteristicos del género Colleto-
trichum (Figura 1). En ningun caso se pudo detectar la
presencia de estructuras sexuales de este hongo.

Sobre lamadera de las ramas colectadas de las plantas
se detectd presencia de estructuras de Colletotrichum spp.
entodos los muestreos, a excepcion de los realizados en el
mes de setiembre de 2013 y de julio 2014. La deteccion de
Colletotrichum spp. en segmentos de rama vari6 de 1,2 a
7,7%. Sobre yemas fructiferas, solo se pudo detectar en el
1 % de las muestras examinadas en julio de 2014. En
ninguin caso se observo lesion en la madera 0 yemas aso-
ciada a la presencia de Coletotrichum spp. No se observé
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Figura 1. Segmento de rama de manzano colectada desde arbol con presencia de abundante micelio de Colletotrichum spp.
de color gris (flecha entera) sobre el que emergen cirros de conidios de color anaranjado (flecha punteada) (A); Conidios de
Colletotrichum spp. obtenidos de los cirros (B).

la presencia del patogeno sobre los frutos momificados re- Sobrevivencia de Colletotrichum spp. en restos de poda
colectados en los diferentes muestreos realizados en am- y frutos momificados en el suelo

bos afios. En los muestreos que coincidieron con el perio-

do de floracion (setiembre de 2013y setiembre de 2014) no No se detecto presencia de Colletotrichum spp. en las
se detects la presencia de Colletotrichum spp. sobre las muestras obtenidas del suelo en ninguno de los muestreos
flores (Cuadro 1). realizados durante ambos afios.

Cuadro 1. Porcentaje de muestras colectadas de los arboles con presencia de estructuras de Colletotrichum
spp. segun 6rgano analizado y época de muestreo durante los afios 2013y 2014,

Fecha de colecta Organo analizado
Rama (%) Yema (%) Flor (%) * Momia (%) **
Afo 2013
Mayo 7,7 (n=26) 0,0 (n=25)
Julio 5,1 (n=78) 0,0 (n=78)
Setiembre 0,0 (n=30) 0,0 (n=30) 0,0 (n=19) 0,0 (n=17)
Noviembre 3,1 (n=65) 0,0 (n=65)
Afo 2014
Mayo 3,4 (n=87) 0,0 (n=95)
Julio 0,0 (n=86) 1,0 (n=95) 0,0 (n=5)
Setiembre 1,2 (n=83) 0,0 (n=80) 0,0 (n=20) 0,0 (n=3)
Noviembre 2,3 (n=87) 0,0 (n=80)

(*) Enlos muestreos coincidentes con el periodo de floracion (setiembre) se incluyeron las flores.
(**) Solamente en un muestreo de 2013 y dos de 2014 fue posible encontrar momias.
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Discusién

Este trabajo constituye el primer estudio en las
condiciones de produccién de Uruguay que procura
determinar los sitios y las estructuras de sobrevivencia de
especies de Colletotrichum, el hongo causante de la PA del
manzano. Los resultados obtenidos indican que
Colletotrichum sobrevive sobre los arboles de manzana,
mayoritariamente sobre la madera de las ramas. También
pudo encontrase este hongo sobreviviendo sobre yemas
productivas, aunque en un menor porcentaje. La presencia
de indculo de Colletotrichum sobre la planta ha sido
reportada anteriormente por otros investigadores (Crusius
etal., 2002; Brook, 1977). La mayor sobrevivencia sobre
las ramas en comparacion alas yemas productivas también
ha sido citada por Everett et al. (2006) trabajando en montes
de manzano en Nueva Zelandia.

Por su parte en Noruega Bgrve y Stevensand (2007)
constataron la sobrevivencia en un 1,3 % de las yemas
examinadas, valor similar al encontrado en nuestro trabajo.
Contrariamente a lo esperado, no fue posible detectar la
presencia de Colletotrichum en frutos momificados, nien
aquellos que permanecian sobre la planta ni en los recogi-
dos del suelo. A pesar de haber seleccionado un monte con
antecedentes de alta incidencia de podredumbre amarga
en frutos, el nimero de frutos momificados en los arboles
resulté escaso y solamente en tres fechas de muestreo
(setiembre de 2013y julio y setiembre de 2014) fue posible
incluirlos en este estudio. Una posibilidad es que este pa-
tégeno no logre mantenerse viable en los frutos momifi-
cados en nuestras condiciones de produccion, lo que
coincidiria con los resultados obtenidos por Crusius et
al. (2002), quienes no pudieron encontrar el patégeno en
frutos momificados.

Una segunda posibilidad es que la sobrevivencia en fru-
tos ocurra en muy baja proporcion de los frutos infectados,
en coincidencia con lo constatado por Taylor (1971) quien,
en algunas variedades, encontré un porcentaje de sobrevi-
vencia menor al 5 %. Para poder detectar porcentajes ba-
jos de sobrevivencia, es necesario realizar un muestreo en
el que se recolecte un nimero de por lo menos 100 frutos.
Por otra parte no es sencillo determinar con certeza la cau-
sa de lamomificacion de los frutos que se encuentran sobre
el arbol o caidos en el suelo. En este caso era probable que
buena parte de los frutos colectados hubieran sido infecta-
dos por Colletotrichum spp., ya que este monte tenia ante-
cedentes de una alta incidencia de PA en la temporada
anterior. Sin embargo la momificacion, al menos en algin
caso, pudo haber sido consecuencia del ataque de otros
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hongos, como los de la familia Botryosphaeriaceae o del
género Alternaria (Alaniz etal., 2014; Mondino etal., 2009),
o simplemente originarse por el normal proceso de senes-
cencia de los frutos que en ocasiones culmina con la forma-
cién de momias.

Tampoco fue posible detectar estructuras de Colletotri-
chum spp. en las ramas de poda colectadas del suelo. Este
hecho llama la atencion, ya que si el hongo es encontrado
sobre las ramas en la planta deberia encontrarse en ellas
cuando son podadas y esparcidas por el suelo. Es posible
que las condiciones microclimaticas que ocurren en la copa
del rbol favorezcan la sobrevivencia de este patégeno en
lamadera de la parte aérea, pero no cuando esta, luego de
podada, queda en el sueloy se seca.

Aunque en nuestro laboratorio disponemos de aislados
de Colletotrichum spp. provenientes de manzanas con sin-
tomas de PA con capacidad de producir peritecios cuando
son cultivados (aislados periteciales), no fue posible encon-
trar peritecios sobre los 6rganos aéreos, ni en restos de
poda, ni en frutos momificados. En todos los casos en que
fue detectada la presencia de Colletotrichum, fue por la
observacion de micelio y masas de conidios en forma de
cirros. Existen referencias que indican que la produccion
de peritecios ocurre principalmente en ramas secas sobre
el &rbol de manzano (Sutton y Shane, 1983; Shane y
Sutton, 1981). En nuestro trabajo no fue posible incluir rami-
llas muertas debido a que en nuestras condiciones de pro-
duccion no es comdn encontrarlas y esa podria ser una
posible explicacion de la ausencia de la reproduccion sexual.
Posiblemente el hongo no encuentre en nuestros montes
un sustrato adecuado para reproducirse sexualmente. En
otras regiones una de las principales causas de la ocurren-
cia en ramas secas es debido a la presencia de Erwinia
amylovora, bacteria causante del fuego bacteriano, enfer-
medad que no esté presente en Uruguay (Sutton, 1990).

La ausencia de peritecios de Glomerella spp. estaria
indicando que la reproduccion sexual no tiene un rol
destacado en el ciclo de la enfermedad para nuestras
condiciones de produccion. La presencia 0 ausencia de la
reproduccion sexual tiene consecuencias en la forma de
diseminacion de la enfermedad, ya que las ascosporas
son transportadas por las corrientes de aire, mientras que
los conidios de Colletotrichum spp. estan adaptados a la
diseminacion por salpicado de gotas de agua de lluvia. La
ausencia de reproduccion sexual es coherente con la
distribucion de la enfermedad en focos observada en el
campo (Alaniz et al., 2012), distribucion que se asocia al
salpicado de los conidios a partir de un primer sitio de
infeccion hacia los frutos vecinos (Sutton, 1990; Schubert,
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1983). Para confirmar la baja importancia epidemiolégica
de las esporas sexuales en nuestras condiciones, en
trabajos futuros se deberia recurrir a la utilizacion de trampas
cazaesporas disefiadas para la deteccion de esporas de
dispersion aérea, tipo Burkard o Rotorod.

En funcion de los resultados obtenidos se concluye que
es necesario evaluar medidas tendientes a bajar las pobla-
ciones de Colletotrichum que sobreviven en la parte aérea
del &rbol como medida de manejo de la podredumbre amar-
ga. Asuvez deberan revisarse las recomendaciones de
eliminar frutos momificados, ya que esta medida de manejo
no tendria un efecto significativo en la reduccion del inéculo
primario de Colletotrichum spp. Sin embargo, para confir-
mar fehacientemente que los frutos momificados no consti-
tuyen un sitio de sobrevivencia deberén realizarse nuevos
estudios ampliando el tamafio de las muestras.
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