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RESUMEN

Para el estudio de 1a antracnosis de fresa en Andalucia se han llevado a cabo
diversos trabajos de campo, laboratorio y ambiente controlado que han tenido por

objeto determinar:

- La caracterizacion de los sintomas.

- Los posibles agentes causales de la antracnosis en fresa mediante criterios

morfolégicos, culturales, patogénicos y serologicos.

- El estudio epidemioldgico de la enfermedad.

- El ciclo del/los patdgeno/s implicado/s en la ocurrencia de la antracnosis, asi

como, su incidencia y distribucién.

- Las posibles medidas de control de la enfermedad.

Se considerd como zona de estudio mas propicia a la provincia de Huelva,
donde el cultivo del fresén adquiere mayor importancia a nivel nacional, con méximos
tanto de superficie como de produccién, y donde se habia detectado la enfermedad.

Los primeros sintomas de podredumbre de corona (anthracnose crown rot,
ACR) se detectan dias después de la plantacién, las plantas muertas no desarrollan
hojas verdaderas, presentando yema marchita; al realizar cortes de corona se aprecia
una decoloracién marrén-rojiza seca que llega a afectar el 100% de la superficie. Los
sintomas de ACR en plantas que ya han iniciado la fructificacién se caracterizan por
el decaimiento de las mismas, comenzando por 1a yema y progresando hacia fuera. Las
primeras podredumbres de fruto maduro aparecen a mediados de Febrero, las lesiones
se describen como manchas hundidas, firmes y circulares. Se han detectado sintomas

de antracnosis en frutos verdes, flores y hojas.

Para la determinaci6n del agente causal de antracnosis aislado en la provincia
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de Huelva, que en inoculaciones artificiales reprodujo los sintomas caracteristicos de
antracnosis y que fue reaislado, se estudiaron distintos pardmetros comparandose los
resultados con los de diferentes aislados del género obtenidos del Instituto Micologico
Internacional (I.M.L.). El aislado tipo se clasificé como perteneciente a la especie
Colletotrichum acutatum. No se ha aislado ninguna otra especie del género y el resto
de los obtenidos de fresas en Huelva se identificaron por medio de sus caracteristicas

morfolégicas y culturales.

Los estudios morfoldgicos, culturales y patogénicos determinaron que ninguno
de los pardmetros por si solo es capaz de facilitar la identificacién especifica dentro
del género Colletotrichum. Unicamente se puede afirmar que aquellos hongos que

forman el estado perfecto pertenecen a la especie C. gloeosporioides.

El anlisis seroldgico permite diferenciar del resto del género a los hongos de

la especie C. acutatum

El desarrollo de la enfermedad en cualquiera de sus manifestaciones se ve
favorecido por precipitaciones y temperaturas superiores a 25°C; desde que se inicia
la primera floracién hasta que comienza la fructificacién la incidencia de la

enfermedad disminuye, coincidiendo con los meses mas frios.

En el ciclo de la enfermedad indicar que el desarrollo de ACR sélo se observo
en plantas que han contraido la infeccién antes de su plantacién en los campos de

produccién.

El agente causal de antracnosis no se aisla de suelo libre de planta, ni de la
rizosfera de plantas sanas; observindose, que los suelos infestados artificialmente no
tienen capacidad infectiva, dismimuyendo la cantidad de indculo presente a lo largo del

tiempo.

En las prospecciones encaminadas a la deteccién de posibles huéspedes
intermediarios indicar que s6lo se ha aislado el patégeno de hojas de ardndano
(Vaccinium spp.), cultivo de nueva introduccion en la provincia de Huelva. Al ser

inoculado artificialmente produjo sintomas de antracnosis en planta y fruto de fresa.



Parece ser que la tnica fuente de indculo es la propia planta de fresa, que
infectadas en los viveros, son portadoras del patgeno cuando se trasplantan a los
campos de produccién; si las condiciones ambientales, en los dias siguientes a la
iniciacién del cultivo, son favorables se desarrolla ACR, provocando la muerte de las
plantas. Algunas sobreviven manteniendo infecciones latentes que provocaran
posteriormente la aparicién de podredumbres en frutos, siendo estos fuente de indculo
secundario para nuevos brotes de la enfermedad, aunque no producen re-infecciones

de tejidos internos que induzcan la posterior muerte de las mismas en Mayo y Junio.

En cuanto a los métodos de control ninguno de los fungicidas probados ha
controlado en su totalidad a la enfermedad, siendo tiabendazol, carbendazima y
bitertanol los que facilitaron un mejor control de ACR. La incidencia de las
podredumbres de frutos no han disminuido de forma significativa con las aplicaciones

realizadas, sélo lo fue en plantas libres de patdgeno.

De todos los cultivares utilizados ninguno es resistente a todas las formas de
los patégenos causales de antracnosis. La resistencia se ha evaluado en base a la
incidencia de ACR en los cultivares inoculados artificialmente. Algunos se mostraron
resistentes al patdgeno detectado en Huelva, pero la posibilidad de la introduccién de
otras especies con distinta capacidad patogénica hace pensar que ningin cultivar debe

ser utilizado de forma mayoritaria.

Los tratamientos térmicos, por inmersién de plantas en bafios de agua caliente,
a 50°C durante 10 minutos facilitaron €l control de ACR en ambiente controlado, pero
redujeron el vigor de las plantas, no siendo recomendable su aplicacion en pre-

plantacién en campos de produccién de fruto.

Durante los primeros afios de experiencia en campo, la incidencia de ACR fue
inferior a la esperada. Se detectd un hongo del género Fusarium en las plantas
utilizadas; pero los estudios realizados no demuestran que se trate de un competidor
del agente causal. La menor incidencia de la enfermedad se debe probablemente a las
condiciones de sequia y a las temperaturas inferiores a 24°C que se produjeron desde

finales de Octubre a mediados de Noviembre en €sos afios.
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1.- INTRODUCCION

El cultivo de la fresa se introdujo en la provincia de Huelva en la década de
los 60. Desde entonces se ha mantenido en continua expansion debido a su elevado
rendimiento econdémico. Los mayores beneficios se obtienen por la exportacion de
frutos, favorecida por la precocidad, y avalada por una alta calidad y productividad.
Todo esto unido a su caricter social, por la enorme cantidad de mano de obra que

emplea hacen de 1a fresa un cultivo muy importante para Andalucia.

La antracnosis se define como una enfermedad de las plantas que se
caracteriza por ocasionar lesiones oscuras y ligeramente hundidas. En la fresa se
originan sintomas en toda la parte aérea de la planta: estolones y peciolos (Brooks,
1931); podredumbre de corona que ocasiona la muerte de la planta (Brooks, 1935),
podredumbre de frutos (Sturgess, 1954; Wright et al., 1960; Maas, 1978), marchitez
de las flores (Howard et al., 1992) y manchas en hojas (Howard y Albregts, 1983;
Howard et al., 1992).

Esta enfermedad se detectdé por primera vez en Estados Unidos (Brooks,
1931), extendiéndose a todos los lugares en los que se cultiva la fresa: Europa (Garcia
Jiménez, 1983; Gullino et al., 1985; Faedi et al., 1991; Denoyés-Rothan et al., 1996),
Asia (Okayama, 1991), Oceania (Sturgess, 1954; McGechan, 1977) y América Latina
(Carvalho y Cardoso, 1964; Henz et al., 1992). La antracnosis de 1a fresa se considera
como un serio problema ya que afecta directamente a la rentabilidad de las cosechas,

al provocar pérdida de plantas y de frutos.

......

peciolos, determinindose que el agente causal era un hongo del género Colletotrichum
y al que se denomind C. fragariae (Brooks, 1931). Posteriormente se han descrito
otras especies del género como inductores de la enfermedad: C. acutatum (McGechan,
1977; Smith, 1986 y LaMondia, 1991), C. gloeosporioides (Howard y Albregts, 1984
a) y C. dematium, considerado este Gltimo menos virulento que los anteriores (Beraha
y Wright, 1973). Todos ellos originan sintomas de caracteristicas similares. Existen

grandes dificultades a la hora de identificar las distintas especies (Sutton, 1992),



llegando algunos autores a considerar la existencia del llamado complejo
"Colletotrichum” (Howard et al., 1992).

A lo largo del tiempo se ha intentado completar ¢l ciclo de estos patégenos
analizando: la existencia de posibles huéspedes intermediarios (Brooks, 1931; Howard
y Albregts, 1973; Delp y Milholland, 1981; Gullino et al., 1985 y Maas y Howard,
1985), si se trata o no de patégenos de suelo (Horn y Carver, 1963; Eastburn y
Gubler, 1990) y considerando la posibilidad de que 1a Gnica fuente de indculo sea la
propia planta de fresa (Horn y Carver, 1968; Howard, 1972; Howard y Albregts,
1984 b; McInnes et al., 1992)

El desarrollo epidemioldgico de la antracnosis en fresa ha sido objeto de
estudio a lo largo del tiempo; su conocimiento ha resultado de gran importancia en
cada una de las regiones donde se presenta la enfermedad (Brooks, 1935; Sturgess,
1954; Carver y Hom, 1960; Horn y Carver, 1968; Howard, 1972; McGechan, 1977;
Delp y Milholland, 1980 b; Howard y Albregts, 1984 b; Okayama, 1991; Henz et al.,
1992).

Para el control de la antracnosis en fresa se ha estudiado el efecto de
aplicaciones de fungicidas (Brooks, 1931; Carver y Hom, 1960; Howard, 1971; Horn
et al., 1972; Delp y Mitholland, 1980 a; Gullino et al., 1985; Gubler et al., 1988;
Smith y Black, 1991; Denoyés-Rothan et al., 1996), asi como de tratamientos térmicos
sobre la planta (Gubler et al., 1988). Se ha analizado la repuesta de resistencia a los
patégenos de cultivares de fresa (Horn et al., 1972, Figuereido et al., 1972; Delp y
Milholland, 1980 b; Delp y Milholland, 1981; Smith y Spiers, 1982; Smith y Black,
1987; Smith y Black, 1990 b; Faedi et al., 1991; Gupton y Smith, 1991; Howard et
al., 1992; Denoyés-Rothan et al., 1996); habiéndose desarrollada algunos estudios
sobre control bioldgico de distintos hongos del género Colletotrichum (Jeffries y
Koomen, 1992; Koomen y Jeffries, 1993; Bankole y Adebanjo, 1996).

Al inicio de este trabajo la incidencia de antracnosis en la provincia de Huelva
era baja, pero una vez detectada y conocidos sus efectos sobre el cultivo, pérdidas
importantes en plantas y frutos; unido a las dificultades en el control y a la

controversia existente en cuanto a la diversidad especifica de sus agentes causales y su



diferente comportamiento segin la zona de cultivo, se decidio la realizacién de esta

tesis que tiene como objetivos:

- Caracterizar los sintomas de la enfermedad.

- Identificar los posibles agentes causales de la antracnosis en fresa mediante estudios

morfolégicos, culturales, patogénicos y serolégicos.

- Realizar el estudio epidemioldgico de la enfermedad.

- Determinar el ciclo del/los patgeno/s implicado/s en la ocurrencia de la antracnosis,

asi como su incidencia y distribucion.

- Analizar las posibles medidas de control de la enfermedad.



2.- REVISION BIBLIOGRAFICA




2.1.- LA FRESA
2.1.1.- HISTORIA

La fresa es una planta conocida y apreciada desde la antigiiedad. Las primeras
referencias datan del tiempo de los romanos, autores como Plinio la citan
distinguiéndola por su sabor, aplicindole el apelativo de "fragum” (Maroto y Lipez,
1988).

Hasta muy entrado el siglo XV no se conocia en el continente europeo otro
fresal que el silvestre, denominado Fragaria vesca, que ofrecia un fruto pequefio de
poco interés. Tras afios de cultivo y por medio de cruces naturales el fruto ha
incrementado su tamafio. A partir del siglo XVI hay constancia de la aparicion de otras
especies europeas como F. moschata Duch o F. viridis Duch (Juscafresa e Ibar, 1987).

Tras el descubrimiento de América se conocen nuevas especies propias de este
continente, que son introducidas en Europa a finales del siglo XVII y principios del
XVIII; destacando F. chiloensis, originaria de Chile y F. virginiana, procedente de
Virginia, entre las que se dieron hibridaciones fortuitas originindose F. ananassa de
caracteristicas intermedias, frutos grandes y el vigor propio de la primera, unidos al
mayor nimero de flores y firmeza de frutos tipicos de 1a segunda. A partir de estas y
mediante programas de mejora genética se han obtenido un gran nimero de
variedades, adaptadas a distintas circunstancias climéticas y edafolGgicas, respondiendo
no sélo a una alta productividad sino también a la mejora de otras caracteristicas:
frutos de gran calibre para facilitar 1a recoleccion, buena calidad gustativa, firmeza,
color, precocidad, indices elevados de estolonamiento, adaptacién al medio fisico, ...
(Juscafresa e Ibar, 1987; Maroto y Lopez, 1988). Desde mediados de los ochenta, la
tendencia de los programas de mejora, tanto en Europa como en EEUU ha sido la

bisqueda de resistencia a enfermedades (Maroto y Lépez, 1988).

En Espafia el cultivo de la fresa se inicia en pequefios huertos de Valencia en
el siglo XVI. A mediados de l1a década de los sesenta, comienza a implantarse el
cultivo extensivo utilizando variedades importadas de California (EEUU). En la
actualidad existen cuatro grandes zonas productoras: Andalucia Occidental, Andalucia



Oriental, Levante y Catalufia, utilizdindose una alta tecnologia y avanzada
comercializacién (Maroto y Lépez, 1988). Siendo en la provincia de Huelva donde el
freson adquiere mayor importancia a nivel nacional, con miximos tanto de superficie
como de produccion. Segiin el Anuario de Estadisticas Agrarias y Pesqueras de
Andalucia (1994), en 1992 la superficie dedicada al cultivo en dicha comunidad fue
de 5.430 Has., de las cuales un 96% correspondian a la provincia de Huelva, con una
produccién de 189.705 Tm.; generando una media anual de 670,27 jornales directos
por Ha.

2.1.2.- CLASIFICACION

Las fresas y los fresones se incluyen en el Orden Rosales, Familia Rosicea,
género Fragaria. Existen especies oriundas de Europa, como F. vesca L. (2n=24),
F. moschata Duch (2n=42) y F. viridis Duch 2n= 14), de frutos pequefios o "fresas”,
y especies americanas como F. chiloensis Duch (2n=56) y F. virginiana Duch
(2n=56), de frutos grandes y de cuyos cruzamientos derivan los actuales cultivares de
"freson”, que suelen ser conocidos como Fragaria x ananassa Duch (Maroto y Lépez,
1988).

2.1.3.- CARACTERISTICAS Y COMPOSICION QUIMICA

Las plantas poseen un sistema radicular fasciculado constituido por un gran
ndmero de raices y raicillas no muy profundas, €l 70% de ellas viven entre los siete
y ocho primeros centimetros del suclo, el 20% llega a los quince, siendo muy dificil

que alcancen los treinta centimetros (Salas y Dominguez, 1985).

Este sistema radicular estd integrado por estructuras de raices perennes con
cambiums vascular y suberoso, y un sistema de raicillas nutricias, agrupadas en
ramificaciones laterales, de corta vida y que carecen de tejido cambial (White, 1927).
Las raicillas pueden vivir desde unos pocos dias hasta semanas, las nuevas son
emitidas en sucesivos planos superiores de las coronas, constituyendo todo ello un

proceso natural que puede ser alterado por factores como la falta de agua o aire en el



suelo, presencia de patégenos radiculares o cambios en la capacidad de la parte aérea

para proveer la energia necesaria para continuar €l proceso de forma normal.

El tallo estd constituido por un eje corto (2-3 cm), no ramificado y semejante
a un cilindro que recibe el nombre de corona, sobre €l que sc observan numerosas
escamas foliares. Este puede dividirse dando lugar a varias coronas hijas. En el estadio

de crecimiento vegetativo, el meristemo apical produce nuevas hojas y yemas.

De la corona pueden partir, en respuesta a fotoperiodos largos y a través de
yemas axilares, unas ramificaciones laterales denominadas estolones, que se
caracterizan porque poseen nudos muy distanciados entre si. Las raices primarias de
la planta hija aparecen en el segundo nudo del estoldn, a la vez que lo hace la primera
hoja. La produccién de estolones es el método miés utilizado para la multiplicacion de

plantas de fresa.

Las hojas aparecen en roseta y se insertan en la corona. Son de peciolos largos
y provistas de dos estipulas rojizas. Su limbo esta dividido en tres foliolos pediculados,
de bordes aserrados y con el envés pubescente, presentando un gran ntiimero de
estomas en comparacion con otras plantas (Maroto y Lopez, 1988). Una hoja de fresa
puede vivir normalmente de uno a tres meses siendo reemplazada durante el periodo
de actividad vegetativa; se¢ ha demostrado que existe una relacién directa entre el

ntmero de hojas y la productividad de la planta (Roudeillac y Veschambre, 1987).

Las inflorescencias se inician en yemas terminales del tallo o en una
ramificacion de la corona en posicién axilar, y siempre como respuesta a fotoperiodos
cortos. Las flores son actinomorfas, dotadas de un involucro bracteal subacalicino,
céliz gamosepalo (de ntimero variable), y de cinco a seis pétalos blancos. Presentan
de veinte a veinticinco estambres y varios cientos de 6vulos. La polinizacion suele ser

alégama y entomdfila .

El 6vulo fecundado evoluciona hasta convertirse en un fruto poliaquenio. La
forma de la infrutescencia es variable: cénica, deprimida, globulosa, esférica,... En
una primera fase el color del fruto es verde claro, después blanco, torniandose en su

madurez desde rosa claro a violeta oscuro. Su peso, en los cultivares modernos, puede



oscilar entre diez y treinta gramos. La duracién del periodo entre fertilizacién y fruto
maduro depende, fundamentalmente, de la temperatura habida durante el mismo,
estimindose como término medio en treinta dias (Maroto y Lopez, 1988).

2.1.4.- FISIOLOGIA DEL DESARROLLO

En el desarrollo de la planta de fresa se distinguen las siguientes fases:

A.- Reposo vegetativo. Estadio en el que hay poco crecimiento foliar y se observan
hojas rojizas y secas. Responde a fotoperiodo minimo y bajas temperaturas. Sucede
en los meses de Noviembre a Diciembre.

B.- Iniciacién de la actividad vegetativa, manifestada por la aparicién de brotes
turgentes y formacion incipiente de hojas en estado rudimentario. Se produce en Enero
o Febrero.

C.- Botones verdes, observandose estos entre las hojas en estado rudimentario.

D.- Botones blancos, aprecidndose estos de forma ostensible sin que los pétalos se
hayan desplegado. Si no se utiliza el sistema de forzado este estadio se alcanza entre
Febrero y Marzo.

E.- Inicio de floracién, cuando se constatan de tres a cinco flores abiertas por planta.
F.- Plena floracidn, el 50% de las flores estan abiertas.

G.- Finaliza la floracion, se inicia al observarse la caida de los pétalos y el cuajado de
los frutos.

H.- Fructificacién. Cuando los frutos verdes son claramente visibles.

Con las variedades normalmente cultivadas se produce desde Marzo una

reiteracion de las fases D y H, con algin solapamiento en €l tiempo.

Este es un modelo tedrico en el que se debe incluir una dltima fase que
corresponde a temperatura y fotoperiodo miximo (verano) en el que disminuye la
floracion y aumenta el estolonado. El comportamiento de un cultivar varia como
resultado de la interaccién de su caricter genético y las caracteristicas medio-
ambientales (Veschambre, 1977). En la zona productora de Huelva este
comportamiento varfa, fundamentalmente, dependiendo de la dulzura de las



temperaturas invernales que permiten una actividad vegetativa casi ininterrumpida a
lo largo de todo el afio, siendo en realidad los factores limitantes el fotoperiodo y en
especial las altas temperaturas veraniegas. En estas circunstancias, €l parimetro que
determina la pauta de comportamiento es el ndmero de horas de frio que la planta
recibe durante la fase A, ya que para lograr buenas producciones es necesario, con
alguna variaci6n segin los cultivares, que la planta este sometida al menos siete horas
diarias a temperaturas inferiores a 7°C. Con lo que se presenta una situacion
contradictoria, ya que en esta zona no se dan esas condiciones, siendo necesario que
s¢ proporcionen las horas frio en latitudes con caracteristicas climiticas tales que
propicien una temprana latencia otofial. Una vez cumplido este propésito la planta se
traslada a zonas mds cdlidas donde esa latencia puede romperse ficilmente,
desplazindose su ciclo evolutivo en varios meses en el sentido de la precocidad. En
la practica se lleva a cabo con la produccion de estolones en los llamados viveros de

altura, ubicados en la Submeseta Norte (Maroto y Lipez, 1988).

La préctica habitual en la zona de Huelva es la plantacién otoiial con planta
fresca, recién extraidas de viveros de altura donde han satisfecho sus horas de frio. En
estas circunstancias se¢ rompe la latencia y comienza ripidamente la actividad
metabdlica, sobreviniendo la primera floracién en Diciembre y los primeros frutos a
finales de Enero. En las zonas mis tempranas la cosecha se puede prolongar hasta
Junio, cuando las altas temperaturas unidas al amplio fotoperiodo inhiben la floracién,
continuando la planta su vegetacién mientras su sistema radicular se lo permite
(Maroto y Lopez, 1988). Usualmente el cultivo es anual, aunque surge una cierta

tendencia a mantenerlo un segundo afio.
2.1.5.- EXIGENCIAS AGROCLIMATICAS

La fresa es una planta que se adapta a gran variedad de climas como lo pruecba
¢l hecho de que se encuentra en estado silvestre entre los 15 y 55° de latitud, tampoco
la altitud constituye un factor limitante, pues se cultiva desde el borde del mar hasta

los 1200 - 1500 m (Pérez, 1979).

Sin embargo, esto no permite realizar su cultivo en cualquier zona, ya que esta



capacidad de acomodacién se refiere a su aspecto vegetativo y no a érganos
fructiferos, base de su valor comercial. Temperaturas inferiores a -2°C originan dafios
en flores y frutos; temperaturas altas provocan un exceso de cosecha y planchado de
los frutos (Maroto y Léopez, 1988).

La formacion de flores estd ligada a las necesidades de fotoperiodo, siendo las
variedades reflorecientes (varias cosechas al afio) propias de dias largos y las no
reflorecientes (una cosecha al afio) de dias cortos; existiendo otro grupo de plantas
indiferentes al fotoperiodo que se denominan de "dia neutro” (Bringhurst y Voth,
1980). Aunque esta clasificacion es extensamente aceptada parece ser que existen
importantes interacciones "cultivar - fotoperiodo - temperatura” (Durner et al., 1984).

En general, todos los terrenos sueltos y bien drenados son aptos para el
cultivo, siendo més aconsejables los areno-limosos o limo-arenosos, con buena
capacidad de retencién. En suelos de textura arcillosa debe asegurarse 1a eliminacion
de los excesos de agua. Son suclos favorables los limos de lanura, arenas ricas en
humus, arenas gruesas y los suelos ricos en hierro. Deben evitarse los suelos salinos
y los calizos, por la sensibilidad que el cultivo presenta a los mismos, de manera que
valores de conductividad eléctrica superiores a 0,5 - 1,0 mmohos afectan

negativamente a la produccién (Salas y Dominguez, 1985).

La fresa vegeta adecuadamente entre valores de pH 6 a 7, siendo el éptimo
6,5. Terrenos con pH 5,5 sustentan perfectamente al cultivo, mientras que suelos

bésicos provocan carencias en microelementos.

Como causa generalizada de los problemas de salinidad, el agua ha de tener
una gran calidad, conductividades eléctricas superiores 2 0,8 - 1,0 mmohs x cm

provocan deterioros en las cosechas.



2.2.- ANTRACNOSIS EN FRESA

2.2.1.- ANTECEDENTES

El término antracnosis comenzé a ser utilizado por Brooks (1931) para
describir una nueva enfermedad de la fresa observada durante 1926 en viveros de
Florida (EEUU), caracterizada por la presencia de manchas y estrangulamientos en
estolones, viéndose ocasionalmente afectados los peciolos. Determina que el
organismo causal es un hongo del género Colletotrichum al que denomina C.
Jragariae. A partir de esc momento ¢l término se utiliza para identificar a todas las
enfermedades de la fresa causadas por especies de dicho género. Posteriormente, el
mismo autor, indica que el patdgeno, durante el verano, provoca podredumbres secas

de corona seguidas de decaimiento y muerte de la planta (Brooks, 1935)

A principios de la década de los cincuenta, Sturgess (1954) detecta en
Australia una podredumbre de fruto maduro asociada a la presencia de manchas en
peciolos similares a las descritas por Brooks. En 1957, el mismo autor describe la
enfermedad en fruto como antracnosis e indica que estd causada por un hongo del

género Gloeosporium, muy relacionado con C. fragariae B..

En 1958, se observan en Louisiana (EEUU) frutos con manchas comparables
a las descritas por Sturgess y originadas por Gloeosporium (Wright et al., 1960). Afios
més tarde, se vuelve a aislar Gloeosporium sp. de frutos y estolones con sintomas de
antracnosis en Maryland (EEUU) (Maas, 1978).

En 1960, se detecta por primera vez en Louisiana, podredumbre de corona en
viveros (Carver y Hom, 1960). Posteriormente se observa la muerte de plantas en
campos de produccién a finales de primavera, no determindndose cuél era el agente
causal (Homn y Carver, 1962). Mas tarde se identifica al patégeno como C. fragariae
B., al que en principio se considera un hongo de suelo por aparecer las lesiones de la

corona en la linea del mismo (Hom y Carver, 1963).

A finales de los sesenta, se observé en plantaciones de Florida (EEUU) y
sobre cultivares procedentes de California (EEUU) unas podredumbres en fruto
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maduro de las que se aisla consistentemente C. fragariae B.. Mediante inoculaciones
cruzadas los autores llegan a la conclusién de que el mismo patégeno origina
podredumbre de fruto, estrangulamiento de estolones y muerte de la planta (Howard,
1972).

En 1973 se detecta, en Michigan (EEUU), C. dematium causando antracnosis
en frutos de fresa, siendo menos virulento que C. fragariae B. (Beraha y Wright,
1973).

A mediados de los afios setenta, surge en Florida una nueva enfermedad de las
hojas que afecta a las plantas de fresa en verano. De estas manchas se aisla un hongo

identificado como C. fragariae B. (Howard y Albregts, 1983).

Hasta 1980, C. fragariae B. era considerado el tnico hongo del género que
causaba lesiones en fruto en 1a zona de Florida, a partir de este momento se comenzo
a aislar en un porcentaje muy bajo Glomerella cingulata ((Stonem) Spauld y Schrenz),
teleomorfo de Colletotrichum gloeosporioides Penz. (Howard y Albregts, 1984 a). La
forma imperfecta de este hongo es detectada en Ohio (EEUU) afectando a frutos, no
observandose sintomas en ninguna otra parte de la planta (Ellis y Bulger, 1986).

En varias zonas de Estados Unidos, a mediados de los ochenta, se descubre
una nueva especie de Colletotrichum que afecta a frutos, estolones y corona de fresa,
se identifica como C. acutatum Simmonds (Smith, 1986). Este hongo habia sido
descrito como agente causal de antracnosis en fruto maduro de fresa en Australia, casi
una década antes (McGechan, 1977). Posteriormente, se detecta esta especie en
Connecticut (EEUU), afectando a fruto maduro y indicindose que experimentalmente

provoca la aparicién de sintomas en frutos verdes (LaMondia, 1991).

La enfermedad se ha ido extendiendo al resto de los paises en los que se
cultiva la fresa, asi en Brasil se observé C. fragariae B. originando estrangulamiento
de estolones y podredumbre de corona en 1963 (Carvalho y Cardoso, 1964) y C.

acutatum S. en 1989 (Henz et al., 1992).

En Japén se identifica C. fragariae B. en 1967, y desde la década de los

11




ochenta se ha convertido en un grave problema para el cultivo de la fresa. En 1988,
se descubren peritecios en plantas enfermas y se determina el patégeno como
Glomerella cingulata (Ston.) Spauld y Schrenk (Okayama, 1991).

En 1985 se detecta C. gloeosporioides en Italia, identificindose como agente
causal de la podredumbre negra del fruto (Gullino et al., 1985). Posteriormente, se
observo C. acutatum S. causando podredumbres de fruto en campos de produccién y

ataques a peciolos y estolones en viveros (Faedi et al., 1991).

En 1981, en Francia, se detecté antracnosis en fruto afectando a todas las
variedades utilizadas normalmente. En 1985, se constataron podredumbres de corona,
que en la campafia 1989-90 se convirticron en un grave problema debido a condiciones
medioambientales especialmente favorables. Se identificaron dos especies del género:

C. acutatum S. y C. gloeosporioides (Denoyes-Rothan et al., 1996).

La primera referencia a antracnosis en Espafia data de 1980, afio en que se
detecté un hongo identificado como C. gloeosporioides afectando a frutos de fresa en

la provincia de Milaga. (Garcia Jiménez, 1983).

Romero (1987) observé por primera vez en la provincia de Huelva sintomas
en plantas y frutos de fresa originados por Colletotrichum sp.. Desde esa fecha se
viene constatando su presencia con diferente intensidad en toda la zona de cultivo

(Santos y Romero, 1995).

2.2.2.- FASES DE LA ENFERMEDAD Y SINTOMAS

El término antracnosis es el nombre comin que se da a una seric de
enfermedades de las plantas que se caracterizan por la aparicién de lesiones oscuras
y ligeramente hundidas. En fresa tiene diversas manifestaciones, aplicandose el
término a todas las fases, pero reservindose a menudo para las lesiones en estolones
y peciolos. El resto se describen por la identificaciéon de los sintomas, es decir,
podredumbre de corona, mancha negra de las hojas, marchitez de la flor, etc. (Howard
et al., 1992).
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Brooks (1931) define las caracteristicas de la antracnosis en estolones y
peciolos, en condiciones de campo: manchas hundidas, de tonalidad marrén-oscuro
anegra y perfectamente delimitadas respecto al tejido sano circundante. En su inicio
son marron-oscuras y ovales, de 1 - 2 mm de longitud. Con el tiempo se incrementan
lateral y longitudinalmente hasta que estrangulan el estolén o peciolo, llegando en los
casos mas extremos a afectarlos en su totalidad, por lo general las lesiones llegan a
alcanzar 1 0 2 cm. El cortex infectado, en la regién mas vieja de la lesién toma color
purpura y sobre la superficie aparecen grupos de "quetas”, definidas como hifas de
color oscuro, que en determinadas condiciones surgen del acérvulo y que no tienen
funcion reproductora (Miiller y Loeffer, 1976).

En su descripcién Howard y colaboradores (1992), indican que cuando la
necrosis estrangula al estolén la planta hija no enraizada comienza a decaer y muere.
Cuando un peciolo resulta estrangulado, la hoja se torna de color marrén y muere. Si
la lesion se forma en la base del peciolo provoca que la hoja cuelgue, manteniéndose

viva y verde durante un largo periodo de tiempo.

La podredumbre de corona, llamada en la literatura anglosajona "anthracnose
crown rot” (ACR) se caracteriza por aparecer, en corte de corona, como una
podredumbre seca de color marrén-rojizo y por provocar el decaimiento y muerte de
la planta (Brooks, 1935).

Segin Horn y Carver (1963), el sintoma inicial es una decoloraciéon marrén
con forma de mancha irregular de varios milimetros de didmetro, aproximadamente
de uno de profundidad y con una o varias localizaciones en el tallo o corona. Para
estos autores el punto de penetracion del hongo se encuentra a nivel del suelo y la
infeccién progresa lateral y verticalmente. Una vez que el hongo ha penetrado en el
area vascular esta aparece de color marrén-rojizo, provocando el rapido decaimiento
de la planta. Las coronas infectadas quedan acorchadas, tanto que una ligera presién
provoca su rotura. Finalmente, se ve afectada en su totalidad y 1a planta muere.

Para Delp y Milholland (1980 b) y Denoyés-Rothan y colaboradores (1996),
la penetracién del hongo en los tejidos de la corona se produce desde lesiones en

estolones o peciolos, o cuando un nimero suficiente de esporas traidas por la lluvia o

13



el viento germina sobre la yema central.

Howard y colaboradores (1992) indican que la coloracion rojiza en los tejidos
internos es caracteristica de la antracnosis, mientras que sf este matiz de color no

aparece y se observa solo un marrén oscuro estara provocada por otro organismo.

Desde el punto de vista externo los sintomas tienen un cierto parecido con los
causados por Verticillium spp.. Se inicia con el decaimiento foliar, comenzando por

la yema y progresando hacia fuera (Plakidas, 1964).

Milholland (1982) estudia los cambios producidos en las células y tejidos
infectados por Colletotrichum fragariae y explica, en el caso de cultivares susceptibles,
la reaccion a la infeccién como caracterizada por el crecimiento intra y extracelular
del hongo en el cortex y en los tejidos vasculares, resultando en el colapso celular y
necrosis. Si el cultivar es resistente, el hongo permanece confinado en unas pocas

c€lulas en el punto de la infeccién después de al menos 21 dias.

La podredumbre de yemas se¢ desarrolla en las plantas pocos dias después del
trasplante o0 semanas mas tarde cuando se ha establecido y no ha formado multiples
coronas. En las yemas infectadas aparecen unas podredumbres de color marrén oscuro
a negro. Las plantas que tienen un solo meristemo apical infectado mueren al ser
plantadas. La podredumbre, generalmente, se desarrolla en una dnica yema en el caso
de individuos con miultiples coronas, de forma que puede suceder que la planta
completa muera cuando la podredumbre progresa o bien que sélo quede afectada esa
corona mientras que el resto se mantiene viva. Masas de conidias de Colletotrichum
s¢ encuentran sobre los tejidos infectados cuando son diseccionados. En corte
longitudinal se aprecia una fina linea de demarcacién entre la zona sana, que no

presenta coloracién marrén-rojiza, y la yema infectada (Howard et al., 1992).

La primera podredumbre de frutos considerada como antracnosis €s la
descrita por Sturgess en 1954, Las lesiones, que sélo aparecen sobre frutos totalmente
maduros y nunca sobre verdes, aunque estén sujetos a infeccién; se caracterizan por
la formacién de 4reas ligeramente deprimidas, de tono bronceado a marrén oscuro.

Masas de esporas de Colletotrichum, de color rosa se localizan con microscopia dptica
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sobre la superficie afectada. La infeccién se inicia en cualquier punto del fruto y
frecuentemente aparece mis de una mancha. Al final del proceso el fruto se momifica,
no siendo usual que se aislen organismos saprofitos. Las podredumbres de fruto
originadas por C. dematium, C. gloeosporioides, C. fragariae y C. acutatum son
esencialmente similares (Wright et al., 1960; Howard, 1972; McGechan, 1977;
Maas, 1978 y Denoyés-Rothan et al., 1996).

Howard y colaboradores (1992) indican que en el caso de cultivares muy
susceptibles los frutos verdes pueden verse afectados si la podredumbre es severa en
campo, algo a lo que ya habian hecho referencia Ellis y Bulger en 1986. En este caso
las lesiones son duras, de color marrén oscuro a negro, similares a las causadas por
Rhizoctonia spp., de las que se diferencia por presentar a microscopia Optica una

esporulacién rosada sobre la mancha.

La fase de la enfermedad denominada mancha megra de las hojas, se
caracteriza por la aparicién de necrosis redondeadas, usualmente de color negro,
ocasionalmente gris claro de 0,5 a 2 mm de didmetro, que no provocan la muerte de
la hoja aunque se encuentren en un mimero elevado. A veces tienen un aspecto
himedo en los primeros momentos de su desarrollo y sucle presentarse en viveros,
bien asociada a antracnosis en peciolos y estolones 0 como un signo de la posterior

aparicion de estos (Howard y Albregts, 1983).

Sobre hoja se describe otro tipo de sintoma al que Howard y colaboradores
(1991) denominan mancha irregular. Esti caracterizado por la aparicion de lesiones
secas, de color marrén oscuro a negro en los mérgenes y puntas de los foliolos. Varian
en tamafio desde aquellas que se extienden 3 mm a lo largo del margen y 1,5 mm
hacia el centro de 1a hoja, hasta las que se desarrollan 15 mm a lo largo del margen
y hacia el centro. Las lesiones presentan formas variables pero tienden a ser alargadas

y de bordes irregulares.

Las flores y los botones florales de algunos cultivares son muy susceptibles a
la antracnosis y pueden aparecer infectados en todo el ciclo de desarrollo. Cuando el
botdn emergente es infectado, los sépalos se secan y oscurecen. Este sintoma es

similar al originado por una excesiva fertilizacién. Si el botén floral es infectado
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cuando el pedinculo ha comenzado la elongacién, se forma una lesién oscura bajo el
céliz que se extiende al pedinculo. Finalmente el bot6n se seca y toma un color
marrén claro, antes o después de l1a apertura de la flor. En estadios tempranos 1a lesién
es similar a la originada por Rhizoctonia spp., excepto en el matiz de color, ya que
este patégeno origina un tono prpura. Cuando una flor abierta es infectada los pistilos
y los 6vulos se vuelven negros y el cdliz y una porcién del pedinculo aparecen marrén
claro y se secan. Con frecuencia se pueden observar masas gelatinosas sobre las zonas
infectadas de la flor o el pedinculo, que aparentemente son exudados de la planta y
que a veces contienen conidias de Colletotrichum. Los pedinculos toman un color rojo
claro, en el punto de la infeccién, incluso antes de que sea visible la lesién. Esta
sintomatologia no es diagndstico de antracnosis, ya que otros organismos € incluso

determinadas condiciones medioambientales pueden provocarla (Howard et al., 1992).

2.2.3.- EPIDEMIOLOGIA

Distintos autores coinciden en indicar que los factores ambientales que
favorecen un rdpido desarrollo de la enfermedad en fresa, en cualquiera de sus
manifestaciones, son temperaturas de 24°C o superiores y alta humedad relativa
(Brooks, 1935; Sturgess, 1954; Carver y Horn, 1960; Howard, 1972; McGechan,
1977; Okayama, 1991 y Henz et al., 1992).

Sturgess (1957), analiza la influencia de la temperatura y de la duracion de las
condiciones de alta humedad en campo en relacién con la incidencia de antracnosis en
fresa. Indica que se requiere un periodo suficiente de humedad libre sobre la superficie
del fruto para que se origine la infeccién y posterior desarrollo de la enfermedad.
Sugiere que por si solas 1a ocurrencia de temperaturas favorables y de lluvias no son

suficientes para ocasionar podredumbres de frutos.

La produccién de esporas, la germinaci6n y la posterior infeccién de los frutos
de fresa son favorecidos por la lluvia y un ambiente cdlido y himedo. Las esporas
requieren cerca de un 100% de humedad relativa para germinar. La infeccion, el
desarrollo de las lesiones y la produccién secundaria de esporas se desarrollan

ripidamente bajo condiciones favorables (Howard y Albregts, 1984 b).
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Los estudios realizados por Wilson y colaboradores (1990), nos indican que
el rango de temperaturas en el que se producen sintomas cuando se infectan frutos de
fresa se encuentra entre los 6 y 30°C, incrementandose la incidencia de la enfermedad
al aumentar la temperatura y el nimero de horas que se mantienen las condiciones de
alta humedad relativa. A 35°C no se observan sintomas sobre frutos verdes y si en el
caso de los maduros, pero con una incidencia de la enfermedad que disminuye al

aumentar las horas de alta humedad.

Yang y colaboradores (1990 a) estudian, mediante un simulador, la infeccién
de frutos que resulta de la dispersion de conidias de C. acutatum por la lluvia,
encontrando que esta influenciada por los siguientes factores: intensidad y duracién de
las lluvias, distancia de 1a fuente de in6culo, tipo de cobertura en el suelo y direccién
del viento. Al aumentar la distancia a la fuente de inéculo disminuye la incidencia de
la enfermedad excepto en el caso de que la cobertura sea pldstica. En un articulo
posterior, analizan la influencia de la densidad de plantacién, demostrando que existe
una relacion directa entre estos factores y la incidencia de 1a enfermedad (Yang et al.,
1990 b). Boudreau y Madden (1995) llegaron a la misma conclusién, estudiando el
efecto de la densidad de plantacién en la dispersion de las conidias en invernadero

mediante un simulador de Huvia.

El desarrollo de la enfermedad en estolones y peciolos se ve acelerado a
temperaturas entre 25 y 30°C, a temperaturas inferiores (15 - 20°C) se retrasa la
aparicion y gravedad de los sintomas. Cuando tras la infeccién se mantiene un 100%
de humedad relativa durante 48 horas, se intensifica la incidencia de la enfermedad
(Delp y Milholland, 1980 b).

Las experiencias realizadas en ambiente controlado por Horn y Carver (1968)
demuestran que al aumentar la duracién de periodos a temperaturas bajas (5°C),
disminuye el nimero de plantas muertas por podredumbre de corona cuando se
trasplantan a invernadero a temperaturas de 28 - 32°C. Para Howard y Albregts (1984
b) temperaturas entre 4 - 10°C hacen que el hongo sobreviva en las coronas infectadas
durante un largo perfodo de tiempo sin matar a las plantas.

Smith y Black (1987) concluyen que las condiciones experimentales que
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favorecen el desarrollo de la enfermedad son temperaturas de 30 a 35°C con 100% de
HR durante 48 horas después del inicio de la infeccién, manteniéndose posteriormente
a 32°C en condiciones de invernadero, observindose sintomas de podredumbre de

corona a los treinta dias.

En cuanto al efecto de los nutrientes sobre el desarrollo de 1a enfermedad,
Smith (1987) sefiala que el incremento de los niveles de nitrégeno provoca mayor
incidencia en su fase de podredumbre de corona, no influyendo las variaciones de los

niveles de potasio o fésforo.

2.2.4.- CICLO DE LA ENFERMEDAD

2.2.4.1.- Expresién de los sintomas

Los campos de produccién de frutos de fresa se establecen mediante la
utilizacion de plantas procedentes de viveros, obtenidas por estolonamiento a partir de
planta madre. El desarrollo de ACR en campo estd, segin Carver y Horn (1960),
estrechamente relacionado con el hecho de que el stock de plantas se encuentre
contaminado; de manera que en los campos de produccién sélo moririan por esta
enfermedad aquellas plantas de fresa que previamente estaban infectadas. En viveros,
las plantas libres del patdgeno no presentan sintomas; pero una vez que el hongo se
introduce (Junio - Octubre) el desarrollo de la enfermedad es rdpido, no existiendo
evidencia de que esto ocurra en campos de produccién (Noviembre - Mayo) (McInnes
etal., 1992).

Howard y Albregts (1984 b) observaron que las plantas procedentes de viveros
libres de la enfermedad no la desarrollaban en campos de produccién cuando eran
plantadas cerca de otras infectadas, incluso en €l caso de altos porcentajes de muerte

en las plantas enfermas.
La podredumbre de corona es dificil de detectar en las partidas de plantas que

proceden de viveros, incluso en cortes de corona. La infecci6n suele estar en un estado

inicial, antes de que se desarrolle en los tejidos internos la tipica coloracién rojiza. El
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patdgeno contimia invadiendo los tejidos de la corona y la planta muere durante el
invierno o primavera. El instante de la muerte depende del estado de la infeccién en
el momento del trasplante, de la temperatura durante el periodo de produccion de
fruto, y probablemente de otros factores (Howard y Albregts, 1984 b) (Figura 1). Esta
sintomatologia ocurre algunas veces después de fuertes ataques al fruto. Las plantas
no comienzan a decaer y morir hasta Abril, cuando se produce un aumento de las
temperaturas, cerca ya del fin del perfodo de produccién, atn en el caso de que la
podredumbre de frutos sucediera al inicio de 1a campafia (Howard et al., 1992). Como
- recogen Horn y Carver (1963), esto puede ocurrir a final de primavera y con
temperaturas que cercanas a los 28°C, incluso sin la existencia previa de

podredumbres de fruto.

Las plantas en fructificacién parecen ser mas resistentes que aquellas que estin
estolonando, incluso cuando los frutos son muy susceptibles. Debido a que se producen
un gran namero de esporas en los frutos afectados, se esperarian infecciones en
peciolos y podredumbre de corona en un alto porcentaje, pero en las condiciones de

Florida esto no sucede (Howard et al., 1992).

La mancha negra de la hoja ocurre en viveros y no se ha encontrado en
campos de produccion; cuando plantas sintomdticas son trasplantadas a estos campos,
las hojas afectadas se secan y mueren, originindose nuevas hojas que permanecen
sanas. Aparentemente la mancha negra de 1a hoja no es la fuente de indculo inicial

para el desarrollo de 1a enfermedad en flores o frutos.

La mancha irregular de la hoja ocurre cuando siendo jovenes son infectadas
en vivero por Colletotrichum acutatum. La lesion persiste después de que las plantas
se hayan llevado a los campos de produccion, y la primera hoja que aparece tras el
trasplante sucle estar infectada. El desarrollo de la lesién puede verse frenado, pero
es observable sobre 1a hoja durante dos o tres meses. La esporulacién que se produce
se podria considerar la fuente de inéculo para las primeras infecciones de flores y
frutos. Este sintoma no estd presente en plantas procedentes de viveros libres de la

enfermedad (Howard et al., 1992).
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FIGURA 1.- Ciclo de 1a antracnosis en fresa originado por Colletotrichum fragariae.
(Propuesto por Howard y Albregts, 1984 b)
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La podredumbre de frutos y la marchitez de las flores se pueden producir en
cualquier momento durante el perfodo productivo. Los botones florales, las flores y
los frutos verdes de algunos cultivares de fresa son muy susceptibles a Colletotrichum
Spp.; en estos casos, cuando en el momento del trasplante se presentan sintomas de
mancha irregular de las hojas, tal y como se indicaba anteriormente, las conidias
presentes son diseminadas por el viento y el agua, provocando las primeras infecciones
en botones florales, las cuales actiian como inéculo secundario, extendiéndose

répidamente la enfermedad, haciendo imposible cualquier intento de control.

En el caso de que las flores y los frutos verdes sean moderadamente
resistentes, incluso aunque este presente la mancha irregular de las hojas, ain en
cultivares susceptibles; la marchitez de las flores y la podredumbre de frutos maduros,
no suelen ser un grave problema. Sélo tendrd una incidencia importante en el caso de
una excesiva acumulacién en campo de frutos muy maduros. Normalmente estos
sintomas aparecen a mediados o final de 1a campafa de produccién. El in6culo inicial
debe de provenir de huéspedes locales distintos de la fresa, siendo muy favorables para
el establecimiento y posterior desarrollo de 1a enfermedad periodos de lluvia de tres

o cuatro dias.

Por otra parte, el hecho de alta incidencia de ACR no tiene porque indicar que
surjan posteriormente sintomas en frutos o flores; probablemente debido a que el

patogeno no puede crecer desde los tejidos internos hacia la parte aérea.

La podredumbre de yema se¢ desarrolla desde lesiones en los peciolos,
comenzando a pudrirse a los dos o tres dias del trasplante en los campos de
produccion. A menudo las plantas afectadas producen varias coronas nuevas, muriendo
sOlo la yema infectada originalmente. Ocasionalmente, decac y muere la planta
completa, lo que puede ocurrir en cualquier momento durante la campaiia de
produccién (Howard et al., 1992).

2.2.4.2.- Posibles fuentes de indculo

Una vez descrito en que momento y como suceden las distintas fases de la

enfermedad habria que preguntarse cuil es la fuente primaria de inéculo y como se
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produce la diseminacién.

En principio, Horn y Carver (1963) observaron que en determinadas zonas de
cultivo la incidencia de ACR se incrementa afio tras afio bajo condiciones favorables,
por lo que concluyeron que el hongo sobrevive en el suclo y desde alli infecta los
tejidos de la corona, aunque sefialan que existe la posibilidad de que se mantenga en
el huésped. Afios més tarde rectifican e indican que plantas sanas crecidas en suclos
que previamente contenian plantas infectadas con C. fragariae no desarrollan la
enfermedad, concluyendo que este patdgeno no puede sobrevivir en el suelo (Horn y
Carver, 1968).

Los trabajos arriba citados se enfocaron al estudio de C. fragariae, pero sus
conclusiones se extrapolaron, durante mucho tiempo a todas las especies que
originaban antracnosis en fresa, no observindose la posibilidad de que alguna de las

otras especies presentara alguna fase de su ciclo en suelo (Eastburn y Gubler, 1990).

Existen estudios sobre la persistencia en suelo de especies de Colletotrichum
que originan enfermedades sobre otros cultivos. Asi Nair y colaboradores (1983),
estudiaron la viabilidad en suelo de las conidias de C. acwtatum f. sp. pinea, que
origina antracnosis en Pinus radiata, observando que su nimero se reduce a la mitad
en cuatro semanas; mientras que si se inoculan artificialmente restos de pino y se

entierran, las conidias pueden sobrevivir en suelo hasta dos afios.

Blakeman y Hornby (1966), analizaron la persistencia en suelo de C.
coccodes, agente causal de antracnosis en tomate. Afirmaron que los esclerocios de
este hongo son capaces de infectar plantas sanas tras 84 semanas en suelo. A
conclusiones similares llega Farley (1976), cuando estudia en suelos artificialmente
infestados la supervivencia de conidias y esclerocios de este mismo patégeno, aunque
observa que la poblacién de conidias se reduce en un 96 - 98% después de 52 semanas

y no indica si tienen o no capacidad de infectar plantas sanas.
Eastburn y Gubler (1990), aislaron C. acwtatum, con capacidad patogénica,

de suelos de campos de fresa abandonados, en California. Demostraron que en

invernadero se puede desarrollar la enfermedad en plantas sanas si el suelo estd
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infestado, y que el hongo puede sobrevivir sobre restos de tejidos de fresa, aunque la
densidad de poblaci6n en suelo disminuya gradualmente en un periodo de 11 meses.
Sugieren que propigulos de suelo pueden ser un fuente de indculo en viveros. En
1992, estos autores indicaron que al aumentar la temperatura y humedad en el suelo

disminuye la supervivencia de las conidias en el mismo.

Es probable que en el clima més cilido y hiimedo de Florida, C. acutatum no
sobreviva en suclo o en restos de plantas enterrados durante largos periodos de tiempo.
En esta zona, es frecuente que aunque durante una campaiia se produzcan grandes
pérdidas por antracnosis, al siguiente la enfermedad no se presente; lo cual lleva a

pensar que ninguno de los patégenos puede sobrevivir en suelo (Howard et al., 1992).

Distintos autores consideran la posibilidad de que el inéculo primario se
encuentre en plantas que sirvan como huésped intermediario. Howard y Albregts
(1973) consideran probable que Cassia obtusifolia L., planta adventicia, actde como
tal. Aislan de zonas sintométicas de estas plantas C. fragariae, que resulta patégeno

de fresa y que puede sobrevivir de un verano a otro sobre esta adventicia.

Utilizando C. fragariae como fuente de inéculo se realizan inoculaciones
artificiales, sobre otras adventicias como Duchesnea indica (Andr.) Focke (Brooks,
1931) o Potentilla canadensis L. (Delp y Milholland, 1981), observindose que
resultan infectadas.

Gullino y colaboradores (1985), indican que Anemone coronaria L. es
severamente atacada por Colletotrichum sp., en el norte de Italia. Tras inoculacar
artificialmente plantas de dicha especie con C. gloeosporioides, obtenido de lesiones
en frutos de fresa, observan la aparicién de sintomas caracterizados por curvaturas de
las hojas. Al inocular frutos de fresa con Colletotrichum sp. de anémona, se

reproducen los sintomas propios de antracnosis.

Raid y Pennypacker (1987), estudiaron 18 especies de adventicias como
posibles huéspedes de C. coccodes, agente causal de antracnosis en tomate,
observando la aparicién de sintomas caracterizados por senescencia prematura y

defoliacién en diez de ellas.
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Existe la probabilidad de que el inéculo primario provenga de otros cultivos.
Como indican Maas y Howard (1985) muchos de los hongos que originan antracnosis
en tomate, pepino, berenjena, sandia y otros, estin muy relacionados con los
patogenos de fresa y pueden infectar frutos bajo condiciones experimentales, pero no

en campo.

Otros autores se inclinan a pensar que la fuente de indculo se encuentra en la
propia planta de fresa. Podria provenir de plantas con coronas infectadas, que por las
condiciones ambientales no desarrollan la enfermedad y que se mantienen de un afio
a otro en el campo (Homn y Carver, 1968) o de frutos afectados si los viveros estdn
cerca de los campos de produccién (Howard, 1972). Mclnnes y colaboradores (1992)
sugieren que la tinica fuente de in6culo de ACR son las plantas de fresa infectadas.

Para Wilson y colaboradores (1992), es posible que C. acutatum permanezca
durante un periodo de al menos tres afios en restos de frutos infectados mantenidos

sobre 0 bajo el suelo y que desde alli se produzcan las posteriores infecciones.
2.2.4.3.- Diseminacién de la enfermedad

No se han encontrado referencias escritas a la existencia de vectores que
trasmitan la enfermedad en el caso de la fresa, aunque si en otros cultivos. Asi
Nemeye y colaboradores (1990) estudian el potencial del parasitoide Heterospilus
prosopidis (Hymenoptera: Braconidae) como vector de Colletotrichum coffeanum y C.
gloeosporioides, agentes causales de antracnosis en café y mango respectivamente. De
forma controlada se impregna el cuerpo del parasitoide con esporas de los patégenos

analizando posteriormente su viabilidad y capacidad infectiva, que resultan positivas.

Parece ser que 1a rana verde (Hyla cinerea), habitual en los campos de arroz
del Sudeste de Arkansas, es un vector efectivo en la dispersion de Colletotrichum
gloeosporioides f. sp. aeschynomene, agente causal de antracnosis en la adventicia

Aeschynomene virginica (L.) B.S.P. (Yang et al., 1992).

Para Howard y colaboradores (1992), una vez que la parte aérea de una o

pocas plantas se ve infectada, se producen, en las lesiones en desarrollo, una gran
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cantidad de esporas que son dispersadas por el viento o el agua a otras plantas,
extendiéndose el patégeno ripidamente bajo condiciones de altas temperaturas y

humedad, que favorecen el progreso de la enfermedad.

En cuanto a la distancia a la que pueden ser diseminadas las conidias por el
agua o el viento existen distintas opiniones. Para Denoyés-Rothan y colaboradores
(1996) en una misma parcela no alcanzaria més de 50 m; segin Delp y Milholland
(1981), el hongo es capaz de infectar plantas sanas situadas a 450 m de la fuente de

in6culo; para Mclnnes y colaboradores (1992), s6lo seria capaz de recorrer 150 m.

Hay que indicar que la mayoria de la informacién conocida sobre el ciclo de
ACR y de los factores que afectan al desarrollo de la enfermedad se refieren a C.
Jragariae; la enfermedad en campos de produccidn se asocia a plantas procedentes de
viveros infectados. La diseminacién del patégeno en plantas en fructificacion es
relativamente lenta, aunque las esporas transportadas por el viento o el agua infectan
los frutos rapidamente. El hongo puede sobrevivir en coronas infectadas durante largos
perfodos sin matar a las plantas si las temperaturas son bajas (5 - 10°C), al aumentar
la temperatura la planta muere ripidamente. El resto de los hongos asociados a ACR
(C. acutatum, C. gloeosporioides, Glomerella cingulata y Gloeosporium sp.), tienen
un amplio rango de hospedadores y ciclos de enfermedad mas sencillos. C. acutatum
puede mantenerse en suelos durante al menos nueve meses en California y ademads
puede ser transportado en material infectado (Gubler et al., 1988). G. cingulata'y C.
gloeosporioides parecen ser capaces, en zonas septentrionales, de sobrevivir de una
campaiia a otra en un amplio rango de huéspedes y como saprofitos (Maas y Galletta,
1989).

2.2.5.- ESTUDIOS SOBRE MEDIDAS DE CONTROL

A 1la vista del ciclo de la enfermedad y teniendo en cuenta como afectan los
factores medio-ambientales, segin Howard y Albregts (1984 b) los métodos para
prevenir la enfermedad habrian de comenzar en los viveros o al menos en el momento
del trasplante. Las técnicas de lucha han de estar dirigidas a cada una de las fases de
la enfermedad. Serfa fundamental 1a eleccién de plantas sanas, certificadas, para evitar
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en lo posible la existencia de focos de dispersién, limitando del mimero de ciclos de
vida del hongo y su multiplicacién mediante fungicidas y/o el uso de variedades
resistentes (Denoyés-Rothan et al., 1996).

En general la ocurrencia de ACR y mancha irregular de las hojas en campos
de produccién podrian prevenirse controlando la enfermedad en viveros, mientras que
las podredumbres de fruto y la marchitez de las flores son de dificil control. Howard
y colaboradores (1992) aconsejan evitar la utilizacién, en campos de produccién, de
plantas con mancha irregular en las hojas, especialmente si s¢ trata de cultivares muy

susceptibles.

2.2.5.1.- Medidas profilicticas

En viveros, el seguimiento de las pautas aconscjadas por Howard y
colaboradores (1984 b) podria facilitar la obtencién de plantas sanas. Las medidas
culturales propuestas son las siguientes:

1.- Situar los viveros en tierras con baja fertilidad residual.

2.- Una vez realizada la plantacién, utilizar 1a minima cantidad de abono necesaria
para el establecimiento de las plantas.

3.- No aplicar fertilizantes durante los meses de Julio y Agosto.

4.- Aplicacién de fungicidas desde la segunda quincena de Junio hasta Septiembre.
5.- En caso de aparicion de algtn signo de antracnosis, como mancha negra de las
hojas, eliminar la fertilizacion con nitrégeno y potasio, y aplicar fungicidas después
de cada periodo de lluvias o riego.

6.- Continuar con dos aplicaciones semanales de fungicidas desde la segunda quincena

de Septiembre hasta el momento de la extraccién de las plantas.

En el caso de utilizacién de cultivares resistentes se podrian aumentar la

fertilizacion y disminuir las aplicaciones de fungicidas.
Conjuntamente con la utilizacién de material vegetal libre del patégeno es

necesaria una buena prictica cultural en el caso de que la enfermedad llegue a
manifestarse en los campos de producciéon. Es importante que las cosechas sean
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frecuentes en tiempo cilido, ya que los patdgenos se ven favorecidos con temperaturas
superiores a 24°C. Todos los 6rganos que presenten sintomas deben ser eliminados,
para asi disminuir las fuentes de indculo. Si existe podredumbre de frutos en ausencia
de marchitez de las flores, el método més econémico para evitar la diseminacién de
la enfermedad es la eliminacién de todos los frutos maduros y que comiencen a
madurar, aplicando posteriormente un fungicida adecuado. Para evitar Ia
contaminacion entre parcelas, los recolectores han de evitar trasladarse de un campo

infectado a otro no infectado sin tomar las debidas precauciones higiénicas.

La contaminacién de planta a planta se realiza principalmente por la
proyeccion de gotas, debidas a precipitaciones o riegos por aspersién, y viéndose
favorecido por la cobertura plistica. El riego por goteo y el cultivo abierto permiten
reducir las infecciones (Denoyés-Rothan et al., 1996 y Howard et al., 1992).

Aunque parece ser que los hongos patégenos productores de antracnosis no se
mantienen en el suelo o en residuos de plantas mas que por cortos periodos de tiempo
(no superiores al afio), la tendencia actual es recomendar esperar dos afios entre

cultivos, para evitar cualquier riesgo (Denoyés-Rothan et al., 1996).

2.2.5.2.- Control quimico

Cuando Brooks (1931), describié la enfermedad en viveros, indicaba que
aplicaciones de cobre 20% PM, en intervalos de diez dias, durante los meses de
verano frenan el progreso de la enfermedad cuando C. fragariae provoca
estrangulamiento de estolones, pero sin facilitar un control completo. En 1935, el
mismo autor, sefiala que en perfodos de fuertes luvias los tratamientos fungicidas no
son efectivos, mientras que en condiciones de menor humedad aceite de pino

conteniendo 15% de resina de cobre proporciona altos niveles de control.

En 1954, Sturgess sefald las dificultades en el control de podredumbre de
frutos debido a los residuos y a la imposibilidad de mantener una cobertura de
fungicida sobre el fruto, aconsejando el uso de medidas culturales.

Carver y Horn (1960), cuando se suponia que C. fragariae era un hongo de
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suelo, realizan estudios de control de ACR, mediante fumigacién de suelos;
encontrando diferencias significativas entre el testigo no tratado y suelos a los que se

habia aplicado bremuro de metilo.

Howard (1971), sefiala la importancia del control de la antracnosis en viveros,
para evitar pérdidas en los campos de produccién. Mediante aplicaciones de fungicidas
por pulverizacién, sobre plantas del cultivar "Tioga" (muy susceptible) naturalmente
infestadas; realiza un primer ensayo de aplicaciones con periodicidad semanal,
comenzando los tratamientos antes de que surjan los sintomas; y un segundo que se
inicia cuando la mortandad de plantas es de un 50%, aplicindose los fungicidas dos
veces por semana. Llega a la conclusion de que aplicaciones de benomilo (1-
(butilcarbamoil) benzimidazol 2-il carbamato de metilo) més pinolene (di- 1-p-metano),
antitranspirante organico, facilita un control adecuado de ACR tras un minimo de siete
aplicaciones, incluso cuando se ha iniciado la enfermedad, reduciendo la mortandad
de plantas a porcentajes de 25-50% . El resto de los fungicidas utilizados: Captan (N-
(triclorometiltio) ciclohex 4-eno 1,2-dicarboximida), zineb (etilen bis ditiocarbamato
de zinc), zinc + maneb (polimero del etilen 1,2-bis ditiocarbamato de manganeso) y
sulfato de cobre fueron inefectivos, no incrementindose su capacidad fungicida al ser
utilizados con pinolene. El sulfato de cobre sc comporta como fitotoxico tras

sucesivas aplicaciones.

Horn y colaboradores (1972) tras analizar "in vitro”, mediante la técnica del
medio envenenado, la eficacia de benomilo, oxicarboxina (4,4-dioxido de 5,6-dihidro
2-metil 1,4-oxatiin 3-carboxanilida) y carboxina (5,6-dihidro 2-metil 1,4-oxatiin 3-
carboxanilida); determinan que benomilo reduce el crecimiento hifal de C. fragariae
a concentraciones de 50 y 100 ppm, mientras que los dos dltimos no son eficaces. En
ensayos llevados a cabo en invernadero con plantas del cultivar "Dabreak”, inoculadas
artificialmente mediante inyeccién en corona y que posteriormente son tratadas por
pulverizacion con los fungicidas citados a concentraciones de 1,2 gr/l se determina que
oxicarboxina y carboxina no son eficaces y ademis resultan fitotéxicos, mientras que
benomilo reduce al 7,5% la incidencia de ACR.

Delp y Milholland (1980 a) determinan la actuacién "in vitro” de varios
fungicidas sobre C. fragariae mediante la técnica de difusién en celofén de Neely y
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Himelick (1966), para estudiar las actividades fungistiticas y fungicidas de los
mismos. Las moléculas evaluadas fueron captafol (N-(1,1,2,2-
tetracloroetiltio)ciclohexa 4-eno 1,2-dicarboximida), captan, clortalonil (tetracloro
isoftalonitrilo), maneb, benomilo y triforina (N,N'-(piperazinl,4-diilbis
((triclorometil) metileno)) diformamida); a concentraciones de 0,04; 0,2; 1,0; 5,0; 20;
100 y 200 pg m.a./ml. Las concentraciones de fungicidas con capacidad fungotéxica
varian segun el aislado utilizado en todos los casos, excepto cuando fuera totalmente
efectivo a la concentracion miés baja o inefectivo a Ia més alta, en cuyo caso funcionan
de igual manera frente a todos los aislados. Captafol fue fungistitico y fungicida a las
concentraciones mas bajas (0,04 y 1,0 ug/ml, respectivamente). Captan fue menos
efectivo, ya que present$ actividad fungistitica a concentraciones de 0,2-1,0 pg/ml y
fungicida a 20-100 pg/ml. Maneb y benomilo fueron fungot6xicos a 100 y 500 pg/ml.
Clortalonil present6 actividad fungistitica a 1,0-5,0 pg/ml, pero no actué como
fungicida. Triforina fue totalmente inefectivo.

Las pruebas de campo para control de ACR en viveros, fueron llevadas a cabo
con los mismos fungicidas y utilizando plantas del cultivar "Surecrop” procedentes de
viveros libres de la enfermedad. Inoculdndo artificialmente, por pulverizacién con
suspension de conidias, las plantas de borde; de manera que la enfermedad se
propagara por si misma. A las dosis aplicadas ninguno de los fungicidas resulto
fitotoxico. Captafol controlé la enfermedad en aplicaciones por pulverizacién a 1,2;
2,4; 3,6 y 4,8 g m.a./l, cuando se realizan las aplicaciones con periodicidad de siete
dias, siendo inefectivo con aplicaciones cada catorce dias. Benomilo, maneb y captan

no proporcionaron control de la enfermedad.

En Italia, Gullino y colaboradores (1985), analizan "in vitro" la efectividad de
diferentes moléculas fungicidas en el control de C. gloeosporioides, agente causal de
podredumbre negra del fruto, utilizando el método del medio envenenado. Los
pardmetros estudiados fueron crecimiento radial de la colonia y porcentaje de
germinacién de las conidias. Entre todos los fungicidas testados procloraz (N-propil
N-(2,4,6-triclorofenoxi) etil) carbamoilimidazol) resulta el mas efectivo, mostrando
una fuerte inhibicién tanto del desarrollo miceliar como del de colonias con DE;,
(dosis efectiva al 50%) menor de 0,1 ppm y a 0,2 ppm respectivamente; siendo la

CMI (concentracién minima inhibitoria) en el primer caso de 3 ppm y en el segundo
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de 0,3 ppm. Captafol, clortalonil, diclofluanida (N-diclorofluorometiltio N',N"'-
dimetii N-fenilsulfamida), tiram (TMTD, disulfuro de bis (N,N-
dimetiltiocarbamoilo)) y metil-tolclofos (tolclofos metil, O-2, 6-dicloro O,0-dimetil
fosforotioato) mostraron buena actividad aunque las CMI del crecimiento miceliar
fueron superiores a 100 ppm. Benomilo result6 inefectivo (baja CMI, 1.000 ppm
frente al crecimiento miceliar y superior a 100 ppm frente a la formacién de colonias),
presentando una baja DE, (0,3 ppm) contra el crecimiento miceliar que no puedo ser
explicada. Iprodiona (glicofeno, 1-isopropilcarbamoil 3-(3,5-diclorofenil) hidantoina)
y vinclozolina ((R,S) 3-(3,5-diclorofenil) 5-metil 5-vinil 1,3-oxazolidina 2,4-diona)

también fueron totalmente inefectivos.

Gubler y colaboradores (1988), estudiaron la actividad de varios fungicidas en
el control de ACR; utilizando para los ensayos plantas del cultivar "Péjaro”,
previamente inoculadas por inmersion en suspension de conidias (1,5 x 10°
conidias/ml) de C. acutatum. Las plantas se mantuvieron en camara frigorifica (3°C),
durante una semanana. Previo a la plantacién se realizaron tratamientos mediante
inmersi6n en solucién de fungicida. Las materias activas utilizadas fueron benomilo,
clortalonil, captan, asi como hipoclorito sédico. La mayoria de los tratamientos no
resultaron efectivos y s6lo benomilo (1,2 g/1) dio un buen control comparado con €l

resto.

Los mismos tratamientos fueron testados sobre material vegetal naturalmente
infestado, lo cual se comprobd mediante homogeneizacién de una muestra de plantas
en agar agua (0,1%) en un agitador. Alicuotas de esta preparacion se extendieron
sobre la superficie de placas Petri, que contenian DPYA (agar dextrosa peptona con
extracto de levadura), incubindose a 24°C durante seis dias. Los tratamientos
fungicidas no solo fueron inefectivos, sino que incluso mostraron niveles de
enfermedad superiores a los presentes en las plantas infectadas y no tratadas.
Benomilo fue efectivo en la eliminacién de C. acutatum de la superficie de la planta,

pero no cuando el organismo estd presente en el interior de los tejidos de la corona.

Para determinar el efecto de la fumigacién de suelos sobre propégulos de C.
acutatum y en la supervivencia del mismo sobre restos de plantas enterradas, se

realizaron aplicaciones con bromuro de metilo (67%) + cloropicrina (33%) a razén
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de 392 kg/Ha., sobre suelos artificialmente infestados mediante enterramiento de
tejidos infectados. No se recuper6 el hongo de los suelos tratados ni de los tejidos

enterrados en las parcelas fumigadas.

Smith y Black (1991), estudian la eficacia de benomilo, captafol y
propiconazol para el control de ACR en invernadero. Durante diez semanas y con
intervalos de siete dias se realizaron aplicaciones de fungicida por pulverizacién. Tras
la cuarta, se inocularon las plantas mediante pulverizacién con suspensién de conidias
de C. fragariae. A los treinta dias se evaluaron los resultados, mediante una escala de
severidad de O (plantas sin lesiones visibles) a 6 (plantas muertas). No hubo diferencias
significativas entre cultivares ("Apollo”, "Rossanne”, "Sequoia" y "Titan"), por lo que
s¢ trataron como replicas en los andlisis estadisticos. Las plantas tratadas con
propiconazol presentaron un indice de severidad significativamente menor (1,3) que
las tratadas con captafol (2,1) o benomilo (2,3). El tratamiento con propiconazol
resultd fitotéxico, provocando crecimiento anormal en las plantas, caracterizado por

escaso desarrolio y hojas gruesas de color verde oscuro.

Mclnnes y colaboradores (1992), llegaron a la conclusion de que no existia
ningtin fungicida registrado para su uso en fresa que fuera efectivo contra ACR. Se
observo que benomilo, en los ltimos diez o doce afios, habia perdido efectividad en
aplicaciones por pulverizacion; lo cual podria ser debido a la existencia de razas de C.

Jragariae benomilo-resistentes (Smith, 1991).

En ¢l caso de la fresa no existen estudios de utilizacion de fungicidas en post-
cosecha para el control de antracnosis en fruto. Jeffries y colaboradores (1990),
sehalan que estos tipos de tratamientos son esenciales en el caso de algunos cultivos
tropicales. La inmersion de los frutos en tanques de agua caliente, que contenga o no
fungicidas, es muy utilizado, sobre todo en mango. Las investigaciones van
encaminadas a seleccionar una temperatura lo suficientemente alta para la destruccion
del patégeno, pero que no provoque dafios al fruto. Algunos de los fungicidas
utilizados, que han dado buenos resultados han sido: benomilo, procloraz, metil-

tiofanato y propiconazol.

En 1996, Denoyés-Rothan y colaboradores indicaron que la gama de productos




utilizables contra la antracnosis en fresa est4 muy limitada (Tabla 1), debido por una
parte a que son pocos los productos homologados (maneb y metil-tiofanato) y de otra
a que la estrategia de tratamiento con ellos serfa slo preventiva y deben aplicarse con
la aparicion de los primeros frutos verdes. Las aplicaciones deben restringirse teniendo
en cuenta la existencia de condiciones favorables al desarrollo de la enfermedad
(temperaturas de 20-25°C y alta humedad), sobre todo los ocho o diez dias siguientes
a lluvias superiores a 25 mm. Por otra parte hay que tener en cuenta la normativa de
tolerancia de residuos en fruto, por lo que una vez que han comenzado las
recolecciones los tratamientos deben evitarse. Segiin dicha autora podrian utilizarse
fungicidas anti-botriticos como diclofluanida o de inhibidores de biosintesis de

esteroles efectivos contra "oidio”, que presentan una eficacia parcial en la lucha contra

antracnosis.
FUNGICIDA LMR FUNGICIDA LMR FUNGICIDA LMR
(mg/K (mg/kg) mg/kp) |

BENALAXIL 0,05 FENARIMOL 1,00 PIRIFENOX 0,20
CARBARIL 1 ,00 FLUSILAZOL 0’()] PROCIMIDONA 5 ,()()
CARBENDAZIMA 5,00 FOSETIL-AL 0,50 PROPAMOCARB 0,50
CIPROCONAZOL 0’() 1 HEXACONAZOL 0, 10 PROPICONAZOL 0’05
CLORANFENICOL 0,00 IMAZALIL 0,02 TEBUCONAZOL 0,05
CLORTALONIL 1,00 IPRODIONA 10,0 TETRACONAZOL 0,01
DICLOBUTRAZOL 0,05 LINDANO L()() TIABENDAZOL 3’()0
DICLOFLUANIDA 0,30 METALAXIL 0,50 TIRAM 3,80
DICLORAN 5,()0 MICLOBUTANILO 2,()0 TRIADIMEFON (),20
DIETOFENCARB 0,50 NITROTAL 0,05 TRIFLUMIZOL 0,20
DINICONAZOL 0,05 NUARIMOL 0,01 TRIFORINA 0,01
DITIOCARBAMATO 2’00 OFURACE 0,05 VINCLOZOLINA 5 ’()()
ETIRIMOL 0,05 OXADIXIL 0,20

ETRIDIAZOL 0,10 PENCONAZOL 0,20

TABILA 1.- Limites mdximos de residuos autorizados en frutos de fresa.
(BOE, 56 - 27 de Febrero de 1996)
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2.2.5.3.- Utilizacién de cultivares resistentes

Debido a las dificultades existentes en la utilizacién de fungicidas efectivos en
el control de antracnosis en fresa, la tendencia actual es la bisqueda de cultivares
resistentes (Denoyés- Rothan y Baudry, 1995).La situacién de la antracnosis varia de
una situacién geogrifica a otra debido a la existencia de distintos patotipos del agente
causal. En Florida (EEUU), en los programas de mejora llevados a cabo se han
encontrado altos niveles de resistencia a los patégenos alli presentes. El cultivar
"Dover" result resistente a ACR y a podredumbre de frutos, pero cuando se planta
en Carolina del Sur, un alto niimero de plantas mueren debido a la existencia de otras
razas de Colletotrichum (Chandler, 1991).

Los sintomas de antracnosis en fresa aparecen en peciolos, estolones, corona,
hojas, flores y frutos. La susceptibilidad de los cultivares varia segin sea la zona
afectada (Tabla 2). La genética de la resistencia a los patégenos que causan la
enfermedad es complicada; algunas observaciones realizadas en Florida (EEUU)
indican que clones de fresa resistentes a uno de los tres patégenos existentes en la zona
(C. fragariae, C. acutatum y Glomerella cingulata) son también resistentes a los otros
dos. Si un clon no es susceptible a la infecién de estolones o coronas, tampoco lo es
a las otras manifestaciones de la enfermedad. No se conoce ningin cultivar que sea
resistente a todas las formas o razas de estos patégenos. De otra parte, un cultivar que
sea resistente al patdgeno predominante en una zona puede ser susceptible a los
presentes en otras. Los programas de mejora intentan desarrollar cultivares con altos
niveles de resistencia bajo condiciones favorables al desarrollo de la antracnosis,
pretendiendo reconocer los componentes patogénicos de la enfermedad que se
modifican de una zona de cultivo a otra (Maas y Galletta, 1989 y Howard et al.,
1992).

La primera referencia a programas de mejora encaminados a la busqueda de
resistencia a C. fragariae, agente causal de ACR, data de 1972. Horn y colaboradores,
utilizando material vegetal aut6ctono y algunos cultivares comerciales, estudiaron la
resistencia de las progenies F, y S,, que fueron inoculadas artificialmente, realizando
posteriormente el conteo de plantas muertas. Las mis resistentes fueron aquellas que
tuvieron como progenitor a uno de estos clones: La 6-632, La 6-995 o La 5-2556.
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CULTIVAR ESTOLON | MARCHITEZ | POD.FRUTG | POD.FRUTO | POD.DE | MANCHA | MANCHA
Y DE LA FLOR VERDE MADURO CORONA NEGRA IRR.

PECIOLO HOJA ROJA

PAJARO Vs VS VS VS VS VS VS

IRVINE VS VS8 V8 Vs VS Vs VS

SELVA VS MS MS VS VS Vs VS

TUFTS VS§ S S Vvs§ VS Vs VS

CHANDLER VS S S Vs VvS§ VS VS

TIOGA V8 S S VS VS VS A&

FRESNO VS S VS8 VS A VS VS8

SEQUOIA S R R MS MS P

FLORIDA MR VR VR MR MR

F. BELLE R VR VR MR MR

DOVER VR VR VR MR VR VR VR

TABLA 2 .- Susceptibilidad de cultivares de fresa a distintas fases de la antracnosis en Florida®
{(Howard et al., 1992).

* VS = muy susceptible, MS = moderadamente susceptible, S = susceptible, R = resistente,
MR = moderadamente resistente y VR = muy resistente. ® Sin dato. °En Florida, C. fragariae
y G. cingulata originan todas las fases de la enfermedad excepto mancha irregular de las hojas
y podredumbre de yema, y C. acutatum todas excepto la podredumbre de corona y la mancha
negra de la hoja.

En 1972, Figuereido y colaboradores analizan la respuesta a C. fragariae de
23 cultivares ¢ hibridos, considerando resistentes aquellos grupos en los que la
mortandad no superaba el 30% ; varios hibridos no comerciales resultaron resistentes,
pero sélo un cultivar "Monte Alegre". De los 85 clones (cultivares y selecciones)
evaluados para resistencia a C. acuratum por Faedi y colaboradores (1991), resultaron
resistentes los siguientes: "Honeoye", "Primella”, "Sequoia”, "Idea", "Rapella”,
"Savio", "Athena”, "Ema", "Chandler", "Senga Fructarina”, "Pandora”, "Belrubi”,

"Douglas”, "Ferrara" y "Elvira".

Un gran niimero de autores estudian como evaluar la resistencia de plantas de
fresa a los agentes causales de antracnosis. Delp y Mitholland (1980 b), describen una
técnica de inoculacién y evaluacién para resistencia a C. fragariae. Estdiando la

susceptibilidad de los tejidos, edad y densidad del indculo, asi como las condiciones
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medioambientales necesarias para el desarrollo de la enfermedad. Una de las técnicas
utilizadas fue la inyeccién en corona de suspensién de conidias, 1a cual provocé la
muerte del 95% de las plantas, ya que con este método se sobrepasaban los
mecanismos de resistencia. La técnica que se aconseja para determinar la resistencia
consta de las siguientes fases: inoculacion de peciolos por pulverizacién con suspension
de conidias (10° conidias/ml), incubando posteriormente la plantas a 100% HR y 28°C
durante 48 h., manteniéndolas posteriormente a 25°C. El indice de enfermedad se
consideré en base a la reaccion de los peciolos, entendiendo que la planta es
susceptible cuando el peciolo es estrangulado. La edad del inéculo no afecta a la
cantidad de infeccién, a 30°C todos los cultivares son susceptibles, lo que también
ocurre si el tiempo en cdmara himeda supera las 72 h. En 1981, los autores
anteriormente citados evaluaron la susceptibilidad de varios cultivares de fresa
siguiendo dicha técnica (Tabla 3). De igual forma resultan resistentes y con indices de
enfermedad de 1,1 los clones La 6-632 y La 2-556.

Smith y Spiers (1982), desarrollaron una metodologia para la evaluacion de
gran ntmero de plantas en un corto espacio de tiempo, lo cual era necesario para llevar
a cabo un amplio programa para la obtencién de cultivares resistentes a C. fragariae.
Descartan aquellos métodos de inoculacion que precisan realizar heridas en la planta,
ya que resultan en un 100% de susceptibilidad; ¢l método mas prictico es la
pulverizaciéon del indculo (9 x 10° conidias/ml), manteniendo posteriormente las
plantas en cdmara hiimeda (90 - 100% HR, 25 - 32°C con 16 h. luz) durante periodos
de tiempo de 0 a 72 h. Se considera que la planta es susceptible si aparece una lesion

roja o negra de al menos 1 mm de Iongitud sobre los peciolos inoculados.

En 1987, Smith y Black, observaron que la resistencia de plantas de fresa a
C. fragariae se ve afectada por variaciones en las condiciones ambientales. Utilizan
los cultivares "Sequoia” (resistente), "Cardinal" y "Tioga" (susceptible). La
inoculacién se realizé por pulverizacion, utilizando un rango de concentraciones de 1,5
x 10% a 6,0 x 10°, que no resultan significativamente diferentes. Para determinar la
severidad de la enfermedad utilizan 1a escala de Delp y Milholland (1980) modificada,
para incluir una categoria que reconozca sintomas en corona en plantas vivas. Las
clases propuestas fueron: 0 = plantas sanas sin lesiones visibles, 1 = plantas con

lesiones en peciolos de 3 mm de longitud, 2 = plantas con lesiones en peciolos de 3
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CULTIVAR INDICE DE ENFERMEDAD * TIPO DE RESPUESTA
DOVER 1,3 RESISTENTE
SEQUOIA 1,4 RESISTENTE
TENNEESSE BEAUTY 2,1 INTERMEDIA
APOLLO 2.4 INTERMEDIA
TITAN 2,6 INTERMEDIA
FLORIDA 90 2.6 INTERMEDIA
EARLIBELLE 2.9 INTERMEDIA
SENTINEL 2,9 INTERMEDIA
ROSEANNE 2.9 INTERMEDIA
ALBRITTON 33 SUSCEPTIBLE
PRELUDE 3,3 SUSCEPTIBLE
EARLIGLOW 3,3 SUSCEPTIBLE
SUNRISE 3,4 SUSCEPTIBLE
ATLAS 3,6 SUSCEPTIBLE
SUMMER 3,6 SUSCEPTIBLE
DELIGHT 3,8 SUSCEPTIBLE

TABLA 3.- Respuesta de cuitivares de fresa a la infeccién con C. fragariae
(Delp y Milholland, 1981).

* 0 = sin infeccion, 1 = lesién en peciolo menor de 3 mm de longitud, 2 = lesiéon de 3 a 10
mm, 3 = lesiones de 10-20 mm, que estrangulan el peciolo, 4 = peciolo necrosado y 5 =

corona necrdtica, planta muerta.

a 10 mm de longitud, 3 = plantas con lesiones en peciolos mayores de 10 - 20 mm,
normalmente estrangulandolo, 4 = plantas con lesiones en peciolos mayores de 20 mm
o con ¢l peciolo enteramente necrosado, 5 = plantas cuyas hojas mis jévenes aparecen
decaidas, indicando infeccién en corona y 6 = planta muerta con corona necrosada.
Se consideraron resistentes las plantas con un indice de 2 o inferior, de respuesta
intermedia si estaba entre 2,1 y 3,9 y susceptibles si era superior a 4. Observaron que
plantas incubadas a 35°C durante 48 h. en cdmara hiimeda presentaban indices de
enfermedad més altos que las incubadas a 25 o 30°C. En el caso de "Sequoia" y

"Cardinal” los indices se elevaron cuando las plantas se mantuvieron en invernadero
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a32°C, envez de a25°C.

Afios mas tarde, Smith y colaboradores (1990 a), analizan la influencia de la
edad de las plantas, obtenidas de semilla, en el momento de la inoculacién por
pulverizacién. Determinan que plantas de dos a cuatro semanas son mas susceptibles
a C. fragariae, que aquellas inoculadas transcurridas catorce a dieciocho semanas

después de la aparicion de la primera hoja.

La respuesta de resistencia de distintos cultivares frente a C. fragariae 'y C.
acutatum, es muy similar, aunque algunos son mis susceptibles a determinados
aislados de la segunda especie citada que a otros de la primera, lo que indica la
necesidad de identificar el agente causal antes de iniciar cualquier programa de mejora.
El cultivar "Sunrise” fue susceptible a algunos aislados de C. acutatum y resistente a

uno de C. fragariae (Smith y Black, 1990 b).

Gupton y Smith (1991), inician los estudios sobre herencia genética de la
resistencia a C. fragariae y C. acutatum. Confirman que C. acutatum provoca una
reaccion menos severa en las plantas, aunque la mayoria de los cultivares muestran
una respuesta genética similar a ambas especies patégenas. En una primera experiencia
analizan la varianza genética y ambiental en una pequefia poblacion, utilizando clones
de respuesta conocida. Posteriormente, partiendo de una poblacién con una base
genética mds amplia, analizan la importancia de la varianza genética aditiva y
dominante, y de las interacciones no alélicas en la herencia de la resistencia. El hecho
de que la frecuencia de distribucion de los rangos de severidad de la enfermedad sea
bimodal, en ambos experimentos, sugiere una accién genética, existiendo la

posibilidad de efectos epistdticos.

Se conoce muy poco respecto a las fuentes de resistencia a los patégenos (C.
fragariae, C. acutatum, C. dematium y C. gloeosporioides) que originan
podredumbres de fruto, aunque normalmente la respuesta de los cultivares inoculados
mediante heridas es uniformemente susceptible; pero las observaciones de campo
sugieren que algunos cultivares poseen niveles moderados de resistencia (Maas y
Galletta, 1989).
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La mayoria de la informacién obtenida se refiere basicamente a C. fragariae.
Hay que indicar que la evaluacién de las reacciones a la enfermedad es relativa,
reflejando €l comportamiento del cultivar en una zona determinada; encontrandose, en
ocasiones, que un mismo cultivar muestra distintas respuestas (Tabla 4). Esto es un
indicio de que existen uno o varios factores interactuando: diferentes razas del
patégeno en distintas localizaciones, aspectos ambientales que varian de una zona a
otra y que afectan a la relacién huésped-patdgeno y las diferencias en los métodos

usados para determinar la reaccion a la enfermedad (Maas y Galletta, 1989).

A pesar de todo ello, segin Denoyés-Rothan y colaboradores (1996), la
utilizacién de variedades resistentes constituye un método de lucha poco contaminante,
siendo particularmente interesante en el caso de enfermedades policiclicas, ya que
permite limitar el mimero de ciclos del hongo en activo. Se requiere, por parte de los
mejoradores una profundizacion constante en las relaciones huésped - patégeno antes
de abordar la seleccién de cultivares que posean resistencia duradera. Entre los
cultivares remontantes, la resistencia a la marchitez de la planta que originan los
ataques a corona ¢s un criterio primordial a la hora de la multiplicacién en viveros.
Cuando ¢l hongo se multiplica ripidamente en los frutos, los cultivares sensibles a
ACR, como "Irvine", presentan una importante mortandad de las plantas durante el
cultivo, aunque también algunos cultivares resistentes pueden presentar sintomas en
fruto. En cultivares no remontantes como "Sequoia”, la resistencia de la corona limi V'

la multiplicacién del hongo reduciendo la cantidad de inéculo primario.

CULTIVAR REACCION CULTIVAR REACCION
ALBRITTON S-R*® SENTINEL S-1I
APOLLO I-R SEQUOIA S-R
BLAKEMORE S-1 SILETZ $-1
EARLIBELLE S-1 SUMMER S-R
FLORIDA BELLE I-R SUNRISE S-1
FLORIDA NINETY I-R TENNEESSE BEAUTY VS-1
POCAHONTAS S-1 TIOGA VS-§
ROSANNE S-R TITAN VS -1

TABLA 4.- Distintas respuestas de cultivares frente a C. fragariae (Maas y Galletta, 1989).

* VS = muy susceptible; S = susceptible; I = intermedia y R = resistente.
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2.2.5.4.- Owras medidas de control,

Los intentos de control de ACR mediante incorporacién de resistencia han
tenido un exito limitado debido por una parte a las dificultades que entrafia el obtener
cultivares resistentes y aceptables desde el punto de vista agronémico, y por otra a la
existencia de numerosas razas fisioldgicas del patégeno. No existe ningun cultivar
resistente que sea comercialmente aceptable y parece ser que tampoco hay fungicidas
registrados para su uso en fresa que sean efectivos en el control de la enfermedad. Por
ello MclInnes y colaboradores (1992), pretendieron determinar si plantas obtenidas
mediante cultivo de tejidos podian mantenerse libres de patégenos. Las plantas se
produjeron en viveros alejados de las 4reas de produccién y al ser trasplantadas
permanecieron sanas. Este resultado sugiere que la fuente de inéculo inductor de ACR
son las propias plantas de fresa infectadas, por lo cual el uso de plantas libres del

patégeno podria ser una buena medida de control.

Habitualmente, en viveros, se realizan tratamientos por inmersion en solucién
de fungicidas, pero debido a la tendencia actual de eliminacién de los pesticidas y a la
ineficacia de los tradicionales, se estin re-evaluando las técnicas de tratamiento por

inmersion en agua caliente en pre-plantacién para el control de enfermedades.

Este tipo de terapia ha tenido exito en algunos cultivos, pero las experiencias
en fresa son limitadas. Segtin Buchner (1991), existe relacién entre la temperatura y
el tiempo de inmersién, de manera que a tiempos cortos y altas temperaturas se
produce una mortalidad similar que la provocada por tratamientos a tiempos mads
largos y temperaturas més bajas. Temperaturas y tiempos de 48,8°C durante 5 min.
y 49,4°C durante 7 min. son aceptables para obtener plantas de fresa de buena calidad,
aunque este ultima combinacién podria producir dafios en las mismas. Las
observaciones sugieren que durante dos o tres semanas se¢ puede relentizar el
crecimiento y observarse una reduccién en el vigor de las plantas. Por estas razones
no se aconseja este tipo de tratamiento para plantas destinadas a campos de produccién

de fruto.

En la obtencion de plantas libres de patdgenos que originan podredumbre de

corona se han utilizado tratamientos por inmersién en agua caliente. Asi, Miller y

39



Stoddard (1956), combinaron distintos tiempos y temperaturas en la busqueda de
aquella combinacion que fuera letal para los patégenos ¢ inicua para la planta. Los
hongos testados "in vitro" fueron Rhizoctonia solani Kihn, Fusarium spp. y
Verticillium albo-atrum Reinke y Bert.. S6lo R. solani fue eliminado a temperaturas

y tiempo no dafiinos para la planta (53°C durante 4 min.).

Gubler y colaboradores (1988), realizaron estudios que muestran que C.
acutatum no es recuperado de los tejidos de corona de plantas de fresa naturalmente
infectadas después de ser tratadas por inmersién en bafio de agua caliente (49,4°C)
durante 5 min., tratamiento que dio mejor resultado que cualquiera de los fungicidas
utilizados, aunque en ensayos de campo no fue totalmente efectivo. Este tipo de
tratamiento no provoca un aumento en la mortandad de las plantas ni disminuye

significativamente la produccién de planta hija.

La busqueda de estrategias alternativas al uso de quimicos para el control de
enfermedades de las plantas es en la actualidad un reto encaminado a la utilizacién de
métodos bioldgicos. Es necesaria una amplia informacién sobre la ecologia
microbiana, para explotar adecuadamente las interacciones entre la microflora
saprofitica y los hongos que originan las enfermedades. Se han llevado a cabo algunos
progresos en el control bioldgico en post-cosecha, aunque en ¢l caso de Colletotrichum
no existen ain aplicaciones pricticas, debido a que habria que determinar que fases del
ciclo de vida del hongo son més o menos susceptibles a la inhibicién por parte de los
posibles antagonistas. Probablemente, una vez que el hongo ha penetrado en los tejidos
de la planta es inmune a la accién de otros micro-organismos, por lo que seria
interesante disminuir la cantidad inicial de in6culo presente. El control del
establecimiento de la antracnosis podria conseguirse mediante el aumento de la
microflora existente en la superficie de la planta, de forma que compitieran por espacio
o nutrientes con el indculo de Colletotrichum o bien inhibieran la germinacién de las
conidias. Los estudios realizados en laboratorio indican que la inhibicién se debe

generalmente a la accidn de antibidticos o enzimas liticos (Jeffries y Koomen, 1992).
Koomen y Jeffries (1993), estudiaron el potencial inhibitorio de varios micro-

organismos (bacterias, levaduras y hongos filamentosos), aislados directamente de

hojas y frutos de mango, sobre C. gloeosporioides, agente causal de antracnosis en
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esta especie. "In vitro", determinan mediante enfrentamiento de las colonias la
capacidad de inhibicién de los distintos organismos segiim el porcentaje de reduccién
del crecimiento hifal. Utilizando aquellas bacterias que dieron mejores resultados, se
inocularon frutos maduros de mango con los agentes inhibidores y el patégeno.

Bacillus cereus y Pseudomonas fluorescens limitaron el desarrollo de la enfermedad.

Se han realizado estudios de biocontrol de Colletotrichum truncatum, agente
causal de antracnosis en Vigna unguiculata L. Walp., utilizando como antagonista
Trichoderma viride, aislado de esta planta. Mediante aplicaciones con suspension de
esporas ¢ inoculacion de suelos se redujo considerablemente 1a expresion de sintomas
en semillas infectadas (Bankole y Adebanjo, 1996).

2.3.- EL GENERO COLLETOTRICHUM

2.3.1.- CLASIFICACION

Colletotrichum y su teleomorfo Glomerella estin implicados en enfermedades
de las plantas en todo el mundo. El concepto de especie se basa en la morfologia del
hongo en medio natural o en cultivo, a veces en combinacion con la presencia de
especificidad por un huésped o en la ausencia de la misma. A todo ello son debidos los

numerosos problemas en la identificacion (Sutton, 1992).

El nombre genérico de Glomerella fue introducido en 1903 por Schrenz y
Spaulding con cinco especies originales. Se describié para acomodar los teleomorfos
de Gloeosporium auct. y Colletotrichum Corda, los cuales estaban situados
incorrectamente en Gnomoniopsis Berlese sensu Stoneman. Glomerella es un
ascomiceto que pertenece a la familia Phyllachoraceae caracterizado por presentar un

ascoma de color negro y paredes delgadas sin material estromético (Sutton, 1992).

El género Colletotrichum se encuadra en la divisién Eumycota, subdivision
Deuteromycotina y clase Coleomycetes. Por tanto son hongos verdaderos, con pared
celular, micelio septado, esporas asexuales o conidias, esporas sexuales ausentes y con

conidias que se forman en acérvulos (Sutton, 1980).
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Existe variedad de opiniones sobre cuales son los lfmites del género
Colletotrichum, habiendo hasta 17 sin6nimos del mismo, como Vermicularia,
Dicladium, Gloeosporium y Ellisiella (Sutton, 1992).

2.3.2.- TAXONOMIA ESPECIFICA

2.3.2.1.- C. acutaturm Simmonds ex Simmonds.

Segun la descripcion realizada por Simmonds (1965) sobre un cultivo crecido
en patata dextrosa agar (PDA): Especie de crecimiento lento, con temperatura Optima
de 25 a 26,8°C. Presenta micelio tenue e hialino, que con el tiempo se torna més
oscuro. El margen de crecimiento es normalmente abrupto. Pueden estar presente
clamidosporas en posicién terminal o intercalar, que pueden ser hialinas, aunque
normalmente son oscuras y surgen de las hifas mis viejas. El color de 1a colonia es en
principio blanco, para a los pocos dias aparecer desde el centro una capa grisicea, por
lo que el color final es gris o marrén grisiceo. Esa capa tiene una apariencia cristalina.
El reverso de la colonia es blanco o crema, con algunas zonas rosadas, aunque en

algunos aislados es de un color rosa brillante.

La produccién de conidias es abundante, apareciendo distribuidas, en cultivo
puro, por todo el micelio, aunque pueden surgir de masas de conidioforos que forman
acérvulos. Sobre el huésped se producen en acérvulos. No se observan quetas en
asociacién con los acérvulos, pero aparecen escasamente desarrolladas, de forma
ocasional, en cultivo. Los conidioforos tienen dos o tres veces la longitud de 1a espora
y la mitad de su anchura. El tamafio medio de las conidias es de 8,3 - 14,4 x2,5-4,0
pm; variando en tamafio, siendo la mayoria cortas, estrechas, con extremos
puntiagudos, aunque algunos aislados presentan numerosas esporas mds grandes. El

color de Ias esporas en masa tiende a rosa y con ¢l tiempo a salmén.

Aunque para algunos autores la forma y color de los apresorios €s un criterio
para scparar las especies de Colletotrichum, este autor no encuentra suficientes
diferencias para que sea clarificador. Los define como escasos, de color marrén claro

u oscuro, clavado o ligeramente irregular, cuyo tamaiio se encuentra en los siguientes
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mérgenes: 8,5 - 10 x 4,5 - 6,0 um. Este organismo se reconoce como especie tipo en
1968 (Simmonds, 1968).

Para Howard y Albregts (1984 b), las conidias de C. acutatum son cilindricas
con un tamafio 12,9 - 13,9 x 3,2 - 3,9 um. No presenta quetas, la colonia es gris o

marrén grisiceo y forma clamidosporas.
2.3.2.2.- Colletotrichum fragariae Brooks.

Las colonias son de color oliva, gris oscuro o negras, raramente blancas o
beige, con el reverso oliva oscuro o gris oscuro. Con hifas cortas, algodonosas y
aéreas, apareciendo las conidias en masas rosadas. Presentan acérvulos dispersos, la
mayoria lenticulares cuyo tamafio medio es de 110 x 40 um. Las quetas surgen del
acérvulo, siendo pocas o abundantes, apareciendo aisladas o en grupos, algunas
sinuosas, septadas 1 0 2 veces, con un tamafio medio de 115 x 4,3 um, marrén oscuras
y sub-bulbosas en la base volviéndose mis claras hacia el dpice, a veces con una ligera
constriccion en la célula apical. Las conidias son abundantes, con tamafios que oscilan
entre 14 - 21 x 3,9 - 6,3 um (media 16,4 x 4,8 um), con forma de huso, extremos
redondeados, granulares y que en masa aparecen rosas. Los conidioforos son hialinos,

no septados, ovoides, con un tamafio de 5 - 10 x 3 - 5 um (Sutton, 1992).

Se testd su patogenicidad sobre varias plantas: alfalfa, espinaca, malva, cabeza
de dragon, trébol rojo y judia, no originando sintomas (Brooks, 1931).

Algunos autores consideran que C. fragariae se incluye dentro de las muy
variables especies de C. gloeosporioides (Howard y Albregts, 1983; Sturgess, 1954),
mientras que para otros debe considerarse una especie separada (Smith y Black, 1990
b).

2.3.2.3.- Colletotrichum gloeosporioides (Penz). Teleomorfo: Glomerella cingulata
(Stonem.) Spauld. and von Schrenk

Sutton (1992), recoge la descripcién realizada por Penz. Las colonias

presentan una coloracion que varia desde el blanco grisiceo a gris oscuro, micelio
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uniforme aéreo o elevado asociado con conidioma, el reverso de la colonia es blanco
a gris o més oscuro con el tiempo. Puede presentar o no quetas. Los esclerocios estdn
ausentes, pero se pueden confundir con ascomas inmaduros. Los apresorios son
ovoides, obovoides, a veces lobulados, de color sepia, 6 - 20 x 4 - 12 um. Las
conidias en masa son de color salmén claro, rectas, cilindricas, apice obtuso, base
truncada, 12 - 17 x 3,5 - 6 pm. La especie es muy heterogénea y especialmente en

cultivo las caracteristicas son muy variables.

Howard y Albregts (1983), determinan que las diferencias entre C.
gloeosporioides y C. fragariae residen en que ¢l primero forma peritecio en cultivo,
presenta conidias blancas o traslucidas y menos abundantes siendo su tamafio
ligeramente mayor (17,2 - 18 x 6,2 - 6,5 um) que el de las conidias del segundo (16,4
x 4,8 pm).

Garcia-Jiménez y colaboradores (1983), identifican como C. gloeosporioides
un hongo aislado de fruto de fresa en Espafia. Desarrolla acérvulos glabros con cirros
de color naranja y conidias bacilariformes, algo afiladas en sus extremos y de medidas

13,2 - 17,9 x 3,8 - 5,0 um. Los acérvulos no produjeron quetas.

2.3.2.4.- Colletotrichum dematium (Pers.: Fr.)

Beraha y Wright (1973), describen C. dematium aislado de fresa, como
distinto de C. fragariae y con las siguientes caracteristicas, cuando es crecido en agar
harina de avena: Micelio expandido, acérvulos predominantes sobre tejido, cuyo
didmetro varia de 250 a 440 um. Temperatura éptima de crecimiento 25°C. Las
conidias son estrechas, en forma de hoz y con los extremos puntiagudos, su color en
masa es gris claro y su tamafio es de 24,3 x 3,0 um. Las quetas son numerosas y su

longitud varia de 230 a 260 um.

La descripcion que realiza Sutton (1962) es ligeramente distinta. Los acérvulos
de 50 - 400 pm de didmetro, son negros, abundantes, circulares o longitudinalmente
alargados, en principio cubiertos por la cuticula y la epidermis, para luego abrirse con
un considerable desarrollo estromético, exudando masas de esporas de color gris humo

y cubierto por un mimero abundante de quetas divergentes. Las quetas (60 - 200 x 4 -
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7,5 pm) son abundantes, rectas, raramente curvadas pero ocasionalmente irregulares
en el dpice. Presentan septos, de 0 a 7, normalmente 3 o 4. Las conidias se forman
como un hinchamiento del dpice del conidioforo, y una vez que se libera la primera
espora, s¢ desarrollan en sucesién basipeta numerosas fialosporas, sin que exista un
incremento de longitud de 1a fidlide. Las conidias (18 - 26 x 3 - 3,5 um), son hialinas,
unicelulares, fusiformes, de dpices agudos, base truncada y gutuladas irregularmente.
Los apresorios son ovoides o irregulares, de color marrén, con los margenes enteros

o ligeramente lobulados y de tamafio que oscila entre 7,5 - 18 x 4 - 12,5 pm.

2.3.2.5.- Gloeosporium sp. Teleomorfo: Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. y
Schrenk.

Sturgess (1957), describe dos especies de Gloeosporium, aisladas de frutos de
fresa, similares morfologicamente, sélo distintas por el mimero y tamafio de las
conidias. Se forman dos tipos de micelio: uno hialino, de paredes delgadas, septado
y de 1 - 3 um de didmetro; el otro marrén oscuro, de paredes gruesas, con mayor
nimero de septos y de 6 um de didmetro. Produce conidias y clamidosporas. Las
conidias son unicelulares, no septadas y cilindricas, que se desarrollan directamente
desde el micelio. Es frecuente la formacién de gotas de aceite en el interior de la
conidia. Su tamafio se encuadra en los mérgenes siguientes 12,9 - 13,9 x 3,2 - 3,9 um,
en masa presentan un color rosa-salmén. Las clamidosporas son de forma irregular y

tienen un didmetro de 4 -6 um.

Howard y Albregts (1984 b), indican que los acérvulos varian en forma y
color. El tamafio medio de las conidias es de 12 - 21 x 3 - 4 um y son hialinas,
cilindricas o elipticas. No se encuentra estado perfecto en frutos, pero en cultivo forma
peritecio de color marrén oscuro o negro, globosos o alargados, de 85 - 300 um de

diametro.

Sutton (1992), indica que Gloeosporium y Colletotrichum han sido,
histricamente, dos géneros estrechamente relacionados, y que se diferenciaban por
la presencia o ausencia de quetas. Aquellos hongos que no presentan quetas se
encuadrarian en el género Gloeosporium. Pero esta asociaciéon estd basada en una

premisa falsa. De una parte algunas especies de Colletotrichum no producen estas

45



estructuras. Ademds, las condiciones ambientales deben de jugar un papel importante
en la produccion de quetas, siendo el pardmetro determinante la humedad atmosférica.
Por 1ltimo seglin Von Arx (1957), la especie tipo de Gloeosporium es de hecho una
especie del género Marssonina. Este autor traslada especies de Gloeosporium a otros

géneros, incluido Colletotrichum.

2.3.3.- METODOS DE IDENTIFICACION

Los sistemas de identificacién histéricamente se han basado exclusivamente
en criterios morfolégicos y culturales o en una combinacion de ambos. Actualmente,
se comienzan a descubrir las limitaciones de dicha mecédnica. Existen grupos de
especies 0 complejos de especies en los cuales el uso del nombre especifico tiene una
escasa aplicacion practica. El caso que mejor ilustra lo inadecuado de este sistema es
la controversia que rodea al problema de las especies de Colletotrichum patogenas de
fresa, planta sobre la que se han detectado varias especies como C. acutatum, C.
gloeosporioides y C. fragariae. Existen muchas razas con caracteres intermedios en
cuanto a morfologia y tamafio de las conidias, mostrando un amplio rango de variacién
en las caracteristicas de las colonias. De esta forma la identificacién como una u otra
especie dependera del criterio de mayor significancia para el investigador. La situacién
se complica debido al uso intermitente de C. fragariae B. para algunos aislados. Este
nombre fue incluido como sinénimo de C. gloeosporioides por Von Arx (1957), pero
mis tarde Von Arx (1981) mantuvo que las especies eran distintas. Los intentos para
distinguir los aislados de fresa mediante morfologia de las conidias, caracteristicas
culturales, morfologia de las quetas, presencia o ausencia del estado perfecto
(Glomerella) y por su efecto sobre el huésped no han tenido el exito esperado. La
incapacidad para alcanzar un acuerdo en cuanto a la identidad de los agentes causales
de antracnosis en fresa en las distintas partes del mundo tiene serias implicaciones. La
legislacién norte-americana se ha involucrado prohibiendo la introduccién y
movimiento de estas especies, de manera que no existe ninglin método practico que
permita identificar sencillamente estos patégenos. Existen atin més datos para la
controversia; Walker y colaboradores (1991) indican que C. acutatum fue muy
probablemente descrito por primera vez en EEUU como C. xanthii Halst. en 1893,

que es otra de las especies que von Arx (1957) considera como C. gloeosporioides
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(Sutton, 1992).

A lo largo del tiempo diversos autores han estudiado las variaciones
morfol6gicas, culturales y patogénicas entre las especies de Colletotrichum aisladas de
fresa. Ferraz (1977), realiza este tipo de estudio, enfocado a diferenciar especies de
Colletotrichum y Gloeosporium. Sefiala que la diferencia bdsica entre ambos es la
ausencia de quetas en los acérvulos del segundo, pero debido a que la aparicién de
estas estructuras depende de factores fisiologicos y condiciones ambientales, se han
producido transferencias entre ambos géneros. Mediante un estudio detallado de varios
factores consigue encuadrar distintos aislados en el género correspondiente. Realiza
la caracterizacién morfolégica de los aislados (colonia, conidias, apresorios y
esclerocios), ensayos bioldgicos (temperatura y fuente de carbono) y finalmente analiza

la patogenicidad.

Delp y Milholland (1980 b), intentan distinguir los aislados mediante su
virulencia sobre diferentes tejidos de fresa (estolones y frutos), llegando a las
siguientes conclusiones: C. dematium no fue patogénico para estolones y si origind
sintomas en fruto, todos los aislados de C. fragariae fueron muy virulentos (causando
sintomas en estolones y frutos), mientras que los aislados correspondientes a G.

cingulata y C. gloeosporoides mostraron una respuesta variable.

Smith y Black (1990 b), analizan 24 aislados de especies de Colletotrichum,
para caracterizar las variaciones entre los mismos ¢ identificarlos como una especie
determinada utilizando los criterios establecidos por la literatura, asi como determinar
la respuesta de plantas de fresa. Los parimetros estudiados fueron: formacion del
estado perfecto, caracteristicas conidiales, caracteristicas del apresorio, produccién de
quetas, caracteristicas culturales y respuesta a la variacién de temperaturas y por
ultimo andlisis de la virulencia. Determina que sélo los aislados que se corresponden
con C. gloeosporioides presentan fase ascal, que encaja con la descripcion de
Glomerella cingulata. Las conidias de todos los aislados son de color rosa a anaranjado
en masa, y debido a ello no se considera un caricter diferencial. Por la morfologia se
separaron dos grupos de conidias: cilindricas y fusiformes. Los aislados que
presentaban conidias del primer tipo se ajustaban a la descripcién de C. fragariae,

predominando en este caso las conidias con un extremo puntiagudo (80-100% de las
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conidias de cada aislado), presentando el resto ambos extremos redondeados. El
tamafio de las conidias, expresado como media para cada aislado, fue de 12,4-15,0 um
de longitud por 4,4-5,2 pm de ancho. El resto de los aislados se identificaron como
C. acutatum. Presentan conidias fusiformes, es decir afiladas en punta en ambos
extremos (64-100% de las conidias de cada aislado), siendo el resto puntiagudas en un
extremo y redondeadas ¢l otro o con ambos redondeados. El tamatfio fue de 12,3 - 14,7
pm de longitud por 4,6 - 5,3 um de ancho. Los aislados que presentaban fase ascal
eran de conidias cilindricas, siendo el 92% puntiagudas en un extremo. El tamafio fue
de 12,9 - 16,1 pm de longitud por 4,4 - 5,4 um de ancho. Muy pocos aislados forman
apresorios, los de C. gloeosporioides y C. fragariae son similares en forma. Las
quetas s6lo son producidas por los aislados que corresponden a C. fragariae, siendo
més infrecuentes en cultivo que en planta. El color de la colonia es similar en el caso
de C. fragariae y C. gloeosporioides, que presentan tonos de gris a oliva, mientras que
C. acutatum presenta una coloracién de beige a rosada. Las variaciones en la
temperatura no afectan significativamente el crecimiento radial, siendo el rango de
crecimiento de C. acutatum significativamente menor. En cuanto a la susceptibilidad
de los tejidos, indicar que las tres especies estudiadas provocan sintomas similares de
podredumbre de fruto, reaislindose de las lesiones un aislado de caracteristicas
similares al utilizado para la inoculacién. C. acuzatum no originé mancha en las hojas,
mientras que todos los aislados de C. fragariae causaron lesiones en peciolos después
de ser inoculados mediante herida, algunos de los aislados de C. acutatum y C.

gloeosporioides causaron lesiones en peciolos.

Gubler y Gunnell (1991), también analizan desde el punto de vista taxonémico
las especies de Colletotrichum patégenas de fresa. Indica que mientras que C.
acutatum 'y C. gloeosporioides presentan una distribucién mundial y son patégenos
sobre varios cultivos, C. fragariae es patdgeno exclusivamente de fresa y sélo ha sido
detectado en EEUU. Los sintomas (podredumbre de corona, podredumbre de fruto y
lesiones en estolones y peciolos) producidos por estas especies son similares. Segin
este autor C. fragariae esta pobremente definido. Para diferenciar estas tres especies
propone el cultivo del hongo en agar con hoja de fresa (AHF) con la finalidad de
estudiar no sélo la morfologia de las conidias y colonia sino también de las quetas,
observando las caracteristicas de forma, color, tamafio, nimero de septos y forma de

agrupacion.
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De otra parte, para estos autores la temperatura optima de crecimiento para
C. fragariae y C. gloeosporioides fue de 27°C, mientras que C. acutatum tiene un
crecimiento mis lento, estando su temperatura 6ptima entre 24 - 27°C. Llega a la

conclusién de que C. fragariae y C. gloeosporioides son dos especies distintas.

Para Howard y colaboradores (1992), C. fragariae y G. cingulata originan
todas las fases de la enfermedad excepto la mancha irregular de las hojas y la
podredumbre de yema, y C. acutatum no origina podredumbre de corona ni mancha

negra de la hoja.

Denoyés-Rothan y Baudry (1995), llevan a cabo un estudio de caracteristicas
similares al realizado por Smith, analizando los mismos pardmetros, para determinar
que especies de Colletotrichum estan presentes en Francia. Llega a la conclusién de
que el 88% de los aislados se encuadrarian en el grupo de C. acutatum, debido a la
presencia de conidias fusiformes y a su lenta velocidad de crecimiento. El resto se
corresponderia con C. gloeosporioides, debido a que presentan conidias cilindricas,
producen peritecio y tienen una alta velocidad de crecimiento. Su patogenicidad fue
determinada sobre cinco cultivares de fresa, que variaban en su respuesta de
resistencia. Se determina que los aislados de C. acutatum varian en su patogenicidad,

mientras que los de C. gloeosporioides presentan baja patogenicidad.

Maas (1983), intenta la diferenciacion entre las especies de Colletotrichum
patégenas de fresa mediante el estudio de la patogenicidad y 1a electroforesis en gel de
extractos de proteina. Los resultados de los andlisis de proteinas confirmaron los test
de patogenicidad, pero mostraron que C. fragariae presentaba un alto coeficiente de

similaridad con C. coccodes, estando mas alejado de C. gloeosporioides.

La técnica de andlisis de isoenzimas estd siendo usada actualmente por los
especialistas en la obtencién de datos qtiles desde el punto de vista taxonémico, para
identificar aislados desconocidos y para determinar la extension de la variacién
genética dentro y entre poblaciones de hongos. También se utiliza para determinar el

origen geogréfico de los hongos (Micales et al., 1986).

Bonde y colaboradores (1991), utilizan la técnica de anilisis de isoenzimas
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para definir la variabilidad fenotipica de C. acwtatum, C. fragariae y C.
gloeosporioides; incluyendo C. coccodes y C. trifolii, no patdgenos de fresa para
realizar comparaciones. Los valores intraespecificos de los coeficientes de similaridad
indican una pequefia variacién en C. acutatum 'y C. fragariae, mientras que existe una
considerable variacion en C. gloeosporioides. El bajo CS entre C. fragariae y C.
gloeosporioides sugiere que son especies distintas, estando esta Gltima especie mis
cercana a C. acutatum. Esto indica que aunque morfoldgicamente C. fragariae 'y C.
gloeosporioides son dificiles de diferenciar, esta técnica nos facilita herramientas para

conseguirlo.

Kaufmann (1996), sugiere que el anilisis isoenzimatico puede facilitar la
caracterizacion intraespecifica dentro de C. gloeosporioides, para lo cual estudia

aislados de esta especie procedentes de cinco huéspedes distintos.

Paterson y Bridge (1994), describen una metodologia general para el anilisis
isoenzimatico de esterasas, fosfatasas y catalasas en hongos filamentosos. Siguiendo
este metodo Buddie y colaboradores (en prensa), observan diferencias en las bandas
obtenidas que no permiten separar las distintas especies del género de forma clara,
detectdndose en estudios paralelos que no existe relacion entre la capacidad patogénica

de los aislados y la segregacion de isoenzimas.

Sreenivasaprasad y colaboradores (1992), estudian la variacion de la secuencia
de ADN para determinar las relaciones entre las especies de Colletotrichum patégenas
de fresa, sobre todo para llegar a diferenciar C. gloeosporioides y C. fragariae. Llegan
a la conclusion de que los aislados de estas dos especies difieren entre si por sélo 3-7
bases, mientras que C. acutatum difiere de ambos por 36-37 bases. De otra parte los

aislados europeos de C. acutatum se diferencian del resto en 8 -11 bases.

Masel (1993), utilizando electroforesis en gel para la deteccién de mini-
cromosomas, pretenden diferenciar en dos grupos distintos las especies de C.
gloeosporioides que originan antracnosis en plantas del género Stylosanthes, en
Australia. Llegan a la conclusién de que todos los aislados de C. gloeosporioides
presentan este tipo de cromosomas, lo que sucede también en las especies C.

crassipes, C. dematium y C. truncatum. las especies de C. gloeosporioides
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australianas presentan una gran variacion en cuanto al nimero y tamafio de sus mini-
cromosomas, 1o que permite separarlas en dos grupos con distinto comportamiento
patogénico; pero no sucede igual con los aislados provenientes de otras partes del
mundo, por lo que esta técnica parece que tieme escaso interés para estudios

epidemioldgicos posteriores a nivel global.

En 1995, Cook y colaboradores describen la utilizacién de anticuerpos
monoclonales para la deteccion de especies de Colletotrichum. Esta técnica permite
detectar tanto infecciones latentes en plantas de fresa como identificar el patdgeno en

cultivo puro, diferenciando entre C. acutatum y el resto de las especies del hongo.

2.3.4.- FACTORES QUE AFECTAN AL DESARROLLO DEL HONGO

Uno de los factores més estudiados "in vitro" es la temperatura dptima de

crecimiento de las distintas especies.

Sturgess (1957) analiza los rangos de temperatura que determinan un mejor
crecimiento de Gloeosporium. El crecimiento miceliar se incrementa al aumentar la
temperatura desde 14°C hasta la 6ptima de crecimiento que es de 28°C; comprobando
que por encima de esta el crecimiento disminuye. Comprueba que las esporas y el
micelio contindan viables después de tres dias de exposicién a -35°C. Cuando una
suspension de conidias se calienta durante diez minutos en bafio de agua, el punto de

muerte esti entre 50 y 60°C.

Para Simmonds (1965), la temperatura éptima de crecimiento de C. dematium

se encuentra entre 27,5 - 29,5°C; pudiendo soportar un méximo de 37°C.

La temperatura 6ptima para el crecimiento y la esporulacién de C. fragariae
seria de 30°C, no existiendo crecimiento a 5 y 40°C; y muy poco crecimiento a 10 y
35°C (Horn y Carver, 1963). Segin Gullino y colaboradores (1985), C.
gloeosporioides presenta el maximo crecimiento a 25°C. En el caso de C. acutatum
la temperatura Optima seria de 25°C, no existiendo crecimiento a 5 y 35°C (Wilson
et al., 1990).
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Smith y Black (1990 b) y Denoyés-Rothan y colaboradores (1996), indicaron
que la temperatura 6ptima de crecimiento para C. fragariae, C. gloeosporioides'y C.
acutatum es de 28°C, observando que la tasa de crecimiento de este Gltimo era

sensiblemente menor a todas las temperaturas, pero sobre todo a 28 y 32°C.

Eastburn y Gubler (1992), estudian la influencia de la humedad y temperatura
del suelo en la supervivencia de C. acutatum, observando que esta es superior en

suelos secos y frios, disminuyendo al aumentar ambos parametros.

En cuanto al efecto del pH en el crecimiento miceliar, Gullino y colaboradores
(1985) indicaron que el ptimo, en agar malta, es de 5,7. Estos autores utilizan varios
medios de cultivo, observando que C. gloeosporioides crece mejor en agar ocho
vegetales, seguido de agar malta, agar zanahoria y patata dextrosa agar, presentando

niveles bajos en agar czapek..

Gubler y colaboradores (1988), estudiaron el efecto de los nutrientes en la
germinacion de conidias de C. acutatum. Observaron que ¢l rango de germinacién es
bajo en suspension con sales (NH,NO,; KH,0 PO,; MgSO, 7H,0 y FeS0,), glucosa
y sales + glucosa. Si la suspensién contiene peptona el porcentaje de germinacion es
superior. Las esporas que germinan en ausencia de este compuesto presentan tubos de
germinacion cortos y forman apresorios. Si la peptona esta presente se forman tubos
de germinacién mas largos, inicidndose la formacién de colonias después de 16 - 24

horas.
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3.- MATERIALES Y METODOS




3.1.- DESCRIPCION DE SINTOMAS

3.1.1.- DESARROLLO DE LOS SINTOMAS EN AMBIENTE CONTROLADO.

3.1.1.1.- Podredumbre de corona

Con el fin de describir los sintomas y la evolucién de podredumbre de corona
(ACR), se llevo a cabo en invernadero una experiencia en macetas, en las que se

observo el desarrollo de dicha sintomatologia en suelo de turba estéril.

El material vegetal utilizado fueron plantas frescas del cultivar "Chandler",
libres del pat6geno, lo que se determiné mediante muestreo estratificado, tomando de
cada caja de 250 plantas, cinco manojos de 25 y de cada uno de ellos cinco. Antes de
iniciar €l proceso de inoculacién se eliminaron todos los peciolos viejos, considerando
como tales aquellos que no portaban hojas. Las plantas se lavaron con hipoclorito
sodico (20% ) durante 2 min., enjugéndose dos veces bajo agua corriente. Una vez
secas, se inoculan por inmersion en suspensioén de conidias de Colletotrichum spp.
aislado de corona de fresa (origen del aislado: planta del cultivar "Chandler”,
localizada en campo de produccién de la zona de Lepe - Huelva, aislado al que se
denomina CT-2), del que se obtuvo un cultivo monospérico, crecido durante 7 dias
sobre patata dextrosa agar al que se anaden 2 g/l de extracto de levadura (PDA-Y) en
camara iluminada (Tuite, 1969). La concentracién del inéculo fue de 10* conidias/ml
y ¢l tiempo de inmersién de 3 minutos. Tras la inoculacién las plantas se mantuvieron
24 h. a temperatura ambiente, trasladindose posteriormente a invernadero con

temperaturas medias de 28°C. La experiencia se repitié dos veces.

Para determinar la evolucion de las lesiones s¢ extraen diez plantas cada cinco
dias, contando desde el momento de la inoculacién. A continuacién, las plantas son
lavadas para eliminar los restos de turba. Se procede a realizar cortes longitudinales
a las coronas, observindose el estado de los tejidos de las mismas. En caso de
presentar necrosis se determina la zona de inicio de la misma (estolén, yema o lateral),
calculdndose el porcentaje de corona afectada, mediante conteo en plantilla
milimetrada de dicha superficie. A continuacién se realizan aislamientos de tejido,

para confirmar la presencia del patégeno.
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3.1.1.2.- Sintomas en estolones y peciolos

Para determinar los sintomas en estolones y peciolos se llevaron acabo dos

tipos de inoculacién sobre plantas del cultivar "Chandler”:

a.- Inoculacién mediante pulverizacién de suspensién de conidias. A partir de un
cultivo de CT-2, crecido durante 7 dias sobre PDA-Y, se obtuvo una suspension de
conidias (concentracién 10° conidias/ml), a la que se afiadi6 una gotas de Tween-20
por cada 100 ml. Se pulverizaron diez plantas en fase de estolonamiento. Una vez
inoculadas se llevaron a cdmara de crecimiento a 25°C y manteniendo mediante
embolsamiento un 100% HR, durante 48 h. Posteriormente fueron mantenidas a 25°C
y 70% HR durante 30 dias para la observacién de sintomas (Delp y Milholland, 1980
b).

b.- Inoculacion mediante inyeccion de suspension de conidias. La suspensién de
conidias para la inoculacién fue preparada como s¢ indica en "a". Se inyectaron 0,2
ml directamente en los tejidos con una jeringa de 1cc. La zona en la que se realiz6 la
inoculacién fue cubierta con algodén esterilizado, que se mantuvo humedecido durante
48 h. Durante todo el tiempo que duré la experiencia las plantas se mantuvieron en
cémara de crecimiento a 25°C y fotoperiodo de 16 h. luz (Maas, 1978 y Smith et al.,
1990 a).

3.1.1.3.- Sintomas en fruto.

Frutos verdes y maduros de los cultivares "Chandler”, "Oso Grande" y
"Pajaro" fueron desinfectados superficialmente mediante inmersién durante 1 minuto
en alcohol etilico 95% , seguido por 4 minutos en solucién de hipoclorito sédico al 2% .
Fueron enjugados 4 veces en agua destilada estéril y secados al aire (Howard, 1972
y Howard y Albregts, 1984 a).

La inoculacién se llevé a cabo mediante la colocacion sobre los frutos de un
disco de micelio de 7 mm de didmetro, que se obtuvo del borde de una colonia de CT-
2 en crecimiento sobre PDA-Y (Simmonds, 1965). Los controles consistieron en

frutos sobre los que se colocé un disco de medio libre de micelio.
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Los frutos inoculados se dispusieron en cajas de plistico donde se mantuvo un
100% HR durante 5 dias, con una temperatura de 25°C y bajo luz fluorescente
(Howard, 1972). Se dispusieron cuatro frutos por caja y tres repeticiones por cultivar
y tipo de fruto.

3.1.2.- DESARROLLO DE LOS SINTOMAS EN CAMPO.

El estudio de la sintomatologia de las distintas fases de la antracnosis, se llevé
a cabo mediante experiencias de campo que se¢ realizaron durante tres afios
consecutivos en la finca experimental "El Cebollar”, situada en Moguer (Huelva) y
dependiente del Centro de Investigacion Agraria "Las Torres-Tomejil" (Alcald del Rio
- Sevilla).

El disefio experimental fue de bloques al azar con cuatro repeticiones, las
parcelas elementales estaban compuestas por dos lomos de 8 m. de longitud, con 140
plantas, constituido por dos hileras cada uno. Se utilizaron plantas de fresa del cultivar
"Oso Grande", obtenidas de viveros de altura (Valladolid), libres del patégeno, lo que
se determin$ mediante aislamientos de tejidos de plantas elegidas mediante muestreo
estratificado, tomando de cada caja de 250 plantas, cinco manojos de 25 y de cada uno

de ellos cinco plantas.

Antes de la plantacién se procedid a la preparacién del suelo, abonado de
fondo y estercolado. El alomado se realizé mecdnicamente, colocidndose
simultineamente las cintas de riego por goteo y el plastico negro de cobertura del lomo

o acolchado.

Las plantas se inocularon artificialmente por inmersién en suspension de
conidias de CT-2 (como se indica en el apartado 3.1.1.1.). La concentraci6n del
inéculo fue de 10* conidias/ml. y el tiempo de inmersién de 3 minutos. Tras la
inoculacién, se dispusieron las plantas a temperatura ambiente (25°C) a 100% HR
durante 48 horas (Smith y Black, 1987). Se dispuso de plantas testigo que sufrieron

inmersion en agua y que se mantuvieron en las mismas condiciones.
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La plantacién sc realiz6 a finales de Octubre de forma manual. Una vez
finalizada se instal6 el riego por aspersién que se mantuvo durante quince dias, fecha
en la que se continuo con el riego localizado, mediante €l cual se realiz6 el aporte de
nutrientes de la forma habitual en al zona. Los lomos se cubrieron a principios de
Diciembre mediante el sistema de "microtuneles” o "tunelillos”, utilizando un plistico

de 300 galgas, con lo cual se favoreci6 el forzado del cultivo.

3.2.- CARACTERIZACION DEL AGENTE CAUSAL.

Para la identificacion del hongo, agente causal de antracnosis en fresa, que se
aisla de forma continuada en plantas y frutos de fresa en la zona de Huelva se han
utilizado criterios morfolégicos, culturales, patogénicos asi como técnicas seroldgicas
mediante comparacién con aislados ya caracterizados y registrados en la coleccion de
cultivos del Instituto Micoldgico Internacional (I.M.1.), con sede en Londres (Gran
Bretaiia).

3.2.1.- Cultivos del hongo

Se utilizaron 15 aislados de Colletotrichum spp., obtenidos de fresa (Tabla 5).
Se obtuvieron cultivos monospdricos de cada aislado, que se almacenaron a 4°C en
agar-agua. Cultivos frescos de cada uno se desarrollaron en PDA-Y antes de los
distintos estudios (Smith y Black, 1990 b).

3.2.2.- Caracteristicas conidiales

Cada aislado se crecié en PDA-Y durante 9 - 12 dias bajo luz continua a
25°C. Se preparé una suspension de conidias en agua destilada estéril, siendo
determinada la forma de las conidias mediante el examen de 100 de ellas elegidas al
azar, situdndolas en una de las categorias: 1) cilindricas con ambos extremos
redondeados; 2) intermedia con un extremo en punta y el otro redondeado; y 3)
fusiforme con ambos extremos puntiagudos. El tamafio de Jas conidias se determiné
midiendo 1a longitud y el ancho de 25 conidias elegidas al azar de cuatro subcultivos

del mismo aislado, expresindose el resultado como valor medio. El color de las
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conidias se determiné mediante el examen de una masa de conidias sobre una
superficie blanca (Denoyés-Rothan y Baudry, 1995 y Smith y Black, 1990 b).

N° LM.L DENOMINACION PAIS DE ORIGEN AISLADO DE :
324984 G. cingulata EEUU fresa
324988 G. cingulata EEUU fresa
324993 C. acutatum EEUU fresa
324995 C. acutatum EEUU fresa
345026 C. acutatum Espafia fresa
345029 C. acutatum Costa Rica fresa
345051 G. cingulata Canadi fresa
345581 C. miyabeana Nueva Zelanda
348152 C. fragariae EEUU fresa
348167 C. fragariae EEUU fresa
348172 C. fragariae EEUU fresa
348499 C. acutatum Francia fresa
360086 C. acutatum Japon , fresa
364856 2?7 Espafia fresa
367467 C. acutatum Reino Unido fresa
CT.2 Espaiia (Huelva) fresa

TABLA 5.- Fuente y designacion de los aislados de Colletotrichum spp.

3.2.3.- Produccidn del estado ascal

Cada aislado fue observado semanalmente durante dos meses para determinar
la presencia de peritecios creciéndolos en "oatmeal agar” (OMA): harina de avena 45
g, agar 13 g en 1l de agua y en PDA-Y a 25°C, con fotoperiodo de 12 h luz
(Denoyés-Rothan y Baudry, 1995).
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3.2.4.- Caracteristicas de los apresorios

Los apresorios se estudiaron usando una técnica de cultivo en porta. Se
realizaron de cada uno de los aislados colocando sobre un porta estéril una gota de
agar-agua enfriado (25 g de agar por litro) y transfiriendo una gota de suspensién de
conidias sobre €l. Posteriormente se cubre y se mantiene en placa Petri, que sirve
como cdmara hiimeda, durante 7 dias. Un minimo de 25 apresorios se¢ examinan por
cada aislado (Smith y Black, 1990 b).

3.2.5.- Produccidén de quetas

Para ¢l estudio de las quetas se utilizé el método descrito por Gubler y Gunnell
(1991). Cada aislado se desarroll6 en agar hoja de fresa (AHF) bajo luz continua a
25°C, durante 21 a 30 dias. El medio de cultivo se preparé segun la siguiente formula:
se maceran 300 g de hoja de fresa en 500 ml de agua destilada, calentindose durante
una hora, al filtrado se afiaden 500 ml de agua destilada en los que s¢ disuelven 12 g
de agar; enrasindose hasta de 1 1, posteriormente se autoclava 20 min a 120°.

3.2.6.- Caracterfsticas culturales y respuesta a la temperatura en PDA-Y

Colonias individuales de cada aislado se obtuvieron transfiriendo un disco de
micelio de 7 mm de didmetro sobre PDA-Y en placa Petri de 90 mm de didmetro,
manteniéndose en luz continua a 25°C. El color de la colonia se determind
examinando los cultivos sobre una superficie blanca después de 7 dias de incubacion
(Smith y Black, 1990 b). De igual forma se determiné la velocidad de crecimiento de
los aislados midiendo diariamente el didmetro de Ia colonia, dicha velocidad se expresa
en mm/dia. Los resultados se expresan como media de dos ensayos con diez

repeticiones cada uno.

Se determino el efecto de la temperatura sobre el crecimiento radial de los
aislados creciendo cuatro cultivos de cada uno en oscuridad a 8, 12, 16, 20, 24, 28,
32 y 36°C. Las colonias se iniciaron con un disco de micelio invertido de 7 mm de
didmetro, sobre PDA-Y. El didmetro de cada colonia resultante se midi6 a los 5 dias
de crecimiento a cada temperatura (Smith y Black, 1990 b).
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Se estudi6 el crecimiento de los aislados en los siguientes medios de cultivo:
OMA, AHF, PDA y agar V8 (100 ml de zumo 8 vegetales, 2 g CO,Ca, 17 g agar,
enrasando con agua a 1 1). Los resultados se expresan como didmetro medio de cinco
repeticiones tras 7 dias de crecimiento a 25° y luz continua (Gullino et al., 1985).

3.2.7.- Variaciones patogénicas entre los aislados

In6culo e inoculacién: Se utilizaron 74 aislados del género Colletotrichum,
obtenidos del I.M.1.; que fueron crecidos en PDA-Y durante siete dias bajo luz
continua. Las conidias para la inoculaci6n se lavaron de la superficie de las placas,
filtrando a través de gasa estéril, suspendiéndose en agua destilada estéril conteniendo
dos gotas de Tween 20 por litro. La concentracion se ajusté mediante conteo con
cdmara Thoma a 10* conidias/ml. Las plantas se inocularon mediante inmersién
durante 3 min. en dicha suspensién. Después de la inoculacién se plantaron en macetas
de 20 x 20 cm y se llevaron a cAmara himeda (100% HR) a 25°C durante 48 horas,
permaneciendo en observacion durante 30 dias. Se realizaron aislamientos de tejidos

de corona y raices para la determinacién del agente causal (Gubler et al., 1988).

Material vegetal: Las plantas de fresa utilizadas en esta experiencia fueron de los
cultivares "Chandler”, "Pdjaro”, "Camarosa”, "Selva” y "Oso Grande", cuyo estado
sanitario se testé como se indica en el apartado 3.1.1.1. Se dispusieron diez réplicas

por cultivar y aislado.

Escala de severidad de la enfermedad: Para la valoracién del desarrollo de las lesiones
se aplica la escala de Delp y Milholland (1980 b) modificada:

- 1 = plantas sanas sin sintomas en corona

- 2 = plantas asintomdticas de cuya corona se aisla el patdgeno inoculado

- 3 = plantas asintomdticas con necrosis en corona que ocupan el 5 - 15% de su
superficie

- 4 = plantas asintomiticas con necrosis en corona que ocupan entre el 15 - 25% de
su superficie

- 5 = plantas asintomaticas con necrosis en corona que ocupan entre el 25 - 50% de

su superficie
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- 6 = plantas asintomiticas con necrosis en corona que ocupan entre el 50 - 75% de
su superficie

- 7 = plantas sintométicas con necrosis en corona que ocupan mis del 75% de su
superficie

- 8 = plantas muertas de cuya corona se aisla el patGgeno.

Se realizaron en todos los casos aislamientos del tejido radicular, afiadiéndose
medio punto al valor correspondiente en la escala en el caso si se detectaba el

patégeno. El indice de severidad (IS) se expresa como media de las repeticiones.

Susceptibilidad de frutos: La capacidad de cada aislado para originar podredumbre de
fruto se testé en el cultivar "Oso Grande". Los frutos, en estado de maduracién
intermedio, se desinfectan como se indica en el apartado 3.1.1.3. A continuacion se
inoculan mediante colocacién de disco de micelio de 7 mm de didmetro, tomados del
halo de crecimiento en cultivos de siete dias. Los frutos, a razén de cinco por aislado,
se transfieren a cajas de pléstico (tres repeticiones) con papel de filtro humedecido para
obtener una alta humedad relativa, manteniéndose en cdmara iluminada a 25°C
durante cinco dias. Los controles se realizaron con frutos tratados de igual forma,

sobre los que se colocd un disco de medio, que no contenia al patdgeno.

Los sintomas se caracterizan como presencia o ausencia del patdgeno,
realizandose en todos los casos aislamientos de tejidos para determinarla presencia. A

los cinco dias se midié el didmetro de la lesion.

3.2.8.- Identificacién mediante la utilizacién de anticuerpos monoclonales

Discos de 1 cm? de didmetro, obtenidos del borde de colonias de cada uno de
los aislados, después de haber sido crecidos durante 7 dias con fotoperiodo de 12 h,
se depositan en tubos que contienen 1 ml de agua destilada estéril. Aliquotas de 100
pl se distribuyen en placas multipocillos, incubandose durante 1 hora a 37°C. Las
paredes de los pocillos se lavan tres veces con tampén fosfato salino que contiene
Tween 20 (PBSt), a continuacién se afiaden 100 pl del anticuerpo monoclonal
correspondiente (MAFF 26, para C. acutatum o MAFF 27 para Colletotrichum spp.)
més 4 pl de anti-rat (Sigma A6066), a cada uno de los pocillos, incubindose durante
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1 h a 37°C. Después de un triple lavado con PBSt, se afiaden 100 ul de tampén
substrato a cada celda. Se incuban las placas a temperatura ambiente durante 2 h,
realizéndose la lectura a 405 nm. Se considera positivo cuando la lectura es el doble
del control con agua destilada estéril (Hughes et al., 1996).

3.3.- EPIDEMIOLOGIA

3.3.1.- EXPERIENCIAS EN CAMPO.

El estudio de la influencia medioambiental en el desarrollo de las distintas
fases de la antracnosis en el tiempo, se llevé a cabo mediante experiencias de campo
que se realizaron durante tres afios consecutivos en la finca experimental "EI
Cebollar". El disefio experimental de la parcela y el manejo de las plantas se realizé
como se indica en el apartado 3.1.2. Tras la inoculacién, se dispusieron dos grupos de
plantas en ambientes distintos: cdmara frigorifica (2°C) durante 7 dias hasta plantacién
(Gubler et al., 1988) y a temperatura ambiente (25°C) a 100% HR durante 48 horas
(Smith y Black, 1987). Se dispuso de plantas testigo que sufrieron inmersién en agua

y que se mantuvieron en las mismas condiciones.

Los datos meteoroldgicos fueron facilitados por el Centro Meteoroldgico de
Andalucia Occidental y recogidos en el observatorio de la Central Térmica de Huelva,

el disponible mis cercano a la zona donde se realizé la experiencia.

3.3.2.- TOMA DE MUESTRAS.

De cada parcela elemental se tom¢ de forma aleatoria un 10% de plantas como
unidad de muestreo. Las observaciones se realizaron con caricter semanal, se
contabilizé el nimero de hojas, flores, frutos verdes y frutos maduros; siendo

recogidos y posteriormente procesados en laboratorio.

Una vez comenzada la produccién de frutos se recolectaron los de las plantas

muestra, con la periodicidad indicada. Los datos de produccién media se expresan en
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gramos/planta, hallindose la media obtenida para las cuatro repeticiones de las plantas
inoculadas y testigos. La incidencia de podredumbres de fruto se expresa como
porcentaje de peso afectado sobre el total.

Todas las plantas muertas aparecidas en las parcelas fueron retiradas. La

incidencia de ACR sc expresa como porcentaje de plantas muertas sobre el total.

3.3.3.- PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE PLANTAS EN LABORATORIO

Una vez descritas las lesiones en las distintas partes de la planta y con el fin
de identificar el agente causal de las mismas, se realizaron cortes de 3 a 5 mm en el
borde de las lesiones, se introdujeron en hipoclorito sédico al 2% durante 30 segundos,
lavandose en agua destilada estéril, disponiéndose a continuacién en placas Petri
conteniendo PDA-Y (Tuite, 1969).

Las placas se incubaron en luz continua a 25°C, durante siete dias para la

posterior identificacién de las colonias, mediante microscopia dptica.

3.4.- DISEMINACION DEL PATOGENO

Para determinar la influencia de fuentes de inéculo procedentes de plantas
infectadas sobre plantas sanas, se ha observado la aparicién de sintomas de
antracnosis, como podredumbres de fruto y ACR, en plantas sanas que comparten la
parcela con plantas inoculadas artificialmente, en parcelas situadas en la finca "El
Cebollar” (apartado 3.1.2.). Se establecid un disefio de bloques al azar con cuatro
repeticiones, en el que las plantas inoculadas més cercanas a las no inoculadas se

situaban a una distancia de 2,5 m.

Se evalud la incidencia de ACR como porcentaje de plantas muertas y el
porcentaje de frutos con sintomas sobre el total. El muestreo se realizé como se indica
en el apartado 3.3.2. Al final de cada campaiia se realizan aislamientos de tejidos de

corona sobre PDA-Y, para determinar la presencia/ausencia del patdgeno.

62



3.5.- CICLO DE LA ENFERMEDAD

3.5.1.- EXPRESION DE LOS SINTOMAS EN CAMPO

La determinacién del momento de aparicién de cada uno de los sintomas
caracteristicos de antracnosis en relacién con el estado fenolégico del cultivo se ha
realizado mediante 1a observacion y toma de muestras (apartado 3.3.2), en la parcela
situada en la finca experimental "El Cebollar", cuyo disefio y preparacién se
describieron en el apartado 3.1.2. Las experiencias se repitieron durante tres afios

consecutivos.

Se relacionan el tiempo transcurrido desde la plantacién con el desarrollo

fenolGgico del cultivo, indicdndose en que momento aparecen los sintomas.

3.5.2.- FUENTES DE INOCULO

3.5.2.1.- Supervivencia en suelo

Para determinar la capacidad del patégeno para mantenerse en suelo y desde
dicho entorno infectar plantas sanas, iniciando la enfermedad, se han llevado a cabo

distintas experiencias en ambiente natural y controlado.

3.5.2.1.A.- Estudios de campo.

Durante tres afios consecutivos se repitid el cultivo de fresa en parcelas de la
finca experimental "El Cebollar”, en las que nunca se habia realizado desinfescién de
suelo. Se tomaron muestras de dicha parcelas con periodicidad mensual durante la
campafia, asi como al final y al inicio de cada una para detectar la presencia del

patdgeno.

Las muestras se tomaron en zig-zag, dos por parcela elemental, con una sonda
vertical graduada de 0 a 20 cm de profundidad.
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De igual forma, para detectar la presencia/ausencia del patégeno en suelo
procedente del entorno radicular de las plantas muertas se realizaron aislamientos de

dichas muestras, a razén de dos muestras por planta.
3.5.2.1.B.- Experiencias en ambiente controlado.

Se realizaron en macetas de plastico de 20 x 20 cm con dos tipos de medio:
turba y suelo franco-arenoso. Fueron esterilizados en autoclave (120°C durante 1 h.).
Una vez enfriados se inocularon por adicién de una suspension de conidias de CT-2
(10° conidias/ml. ), afiadiendo 100 ml de la suspension para un volumen de suclo de
500 ml (Tello et al., 1991). Se incubé esta mezcla durante 7 dias en estufa a 25°C.
Antes de disponer el suelo en macetas se realizaron aislamientos de las muestras, sobre
el medio descrito en el apartado 3.5.2.1.C., para determinar la presencia del patogeno.
Sobre este suelo se plantaron plantas de fresa del cultivar "Chandler” procedentes de
una partida de plantas obtenidas de cultivo de meristemos. Se llevaron a cdmara de
crecimiento (75% HR y 25°C) durante 48 h., trasladindose posteriormente a
invernadero con temperatura media de 28°C. Durante 30 dias se observaron las
plantas para determinar la aparicién de los sintomas, al finalizar este periodo se
realizaron aislamientos de tejidos y de suelo para detectar la presencia del patégeno.

La humedad del suelo se mantuvo con riegos alternos con agua estéril.

En todos los casos se dispusieron de diez repeticiones por cultivar y tipo de
suelo, asi como de testigos en suelos esterilizados no inoculados, uno de los cuales
contenia plantas sanas y el otro plantas inoculadas por inmersion (apartado 3.1.1.1).

La experiencia se repitié dos veces.

Los resultados se expresan como nimero de plantas sintomdticas y de las que
se aisla el patdgeno. En el caso de suclos, como nimero de propigulos por gramo de
suelo (NPP/g).

Para determinar €] tiempo que el patégeno puede permanecer en el suelo en
ausencia de planta se inoculd un suelo franco-arenoso, previamente esterilizado, con
una suspension de conidias de CT-2, tal y como se indicaba anteriormente. Muestras

de este suclo sc mantienen en dos condiciones: luz continua y oscuridad, en ambos

64



casos a 25°C. Con periodicidad quincenal se toman muestras para determinar el
nimero de propigulos presentes en las mismas. La experiencia se dio por finalizada

tras tres muestreos consecutivos sin re-aislar €l patGgeno.

3.5.2.1.C.- Aislamientos de suelo

Las muestras de suelo se secaron a temperatura ambiente, tamizdndose a

continuacién con una criba de malla de 2 mm (Tello et al., 1991).

Los aislamientos de suelo se realizaron siguiendo la metodologia indicada por
Gubler y colaboradores (1988). El medio de cultivo utilizado fue dextrosa peptona agar
mis extracto de levadura (DPA-Y), con la siguiente composicion en 950 ml. de agua
destilada:

Agar-Agar............. 20g
D-glucosa............. 5¢g
Bacto Peptona......... 1g
Extracto de levadura.. 2g
Propionato sédico..... lg
NHNO,................ lg
K,HPO,................ lg
MgSO,-7TH,0............ 05¢g

El medio se autoclavé durante 20 min. a 120°C y se enfria a 45° en bafio
termostatizado. A esta temperatura se le afiaden los siguientes antibiéticos:
clorotetraciclina (20 mg) y estreptomicina (30 mg). En 50 ml. de agua destilada se
diluyen 5 g. de bilis fresca de buey (Oxgall de Difco), autoclavindose a 110°C,
durante 20 min., esta solucién; una vez enfriada se adiciona al medio, afiadiendo por
ultimo 5 ppm de benomilo. Una vez el medio asi preparado se dispensé en placas
Petri. Se pesan 15 g. de cada muestra de suelo que se afiaden a 150 ml de agar-agua
(0,1%). Se preparan dos diluciones 1:10 de cada suspensién para obtener
concentraciones 1:10*y 1:10° g de suelo/ml., tomandose 0,5 ml de cada dilucién que

se extienden en la superficie de la placa Petri conteniendo el medio, realizindose tres
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repeticiones por dilucién y muestra. La presencia de Colletotrichum spp. se evaltia
después de 7 dias de incubacién bajo luz continua a 25°C.

3.5.2.2.- Supervivencia del in6culo en plantas de fresa

Mclnnes y colaboradores (1992), sugieren como tnica fuente de inéculo de
Colletotrichum spp., cuando provoca ACR, a la propia planta de fresa. Para
determinar si las plantas son portadoras del patégeno, se han muestreado durante
cuatro afios plantas procedentes de viveros de altura y de planteras locales antes de su
introduccion en campos de produccién (Septiembre-Octubre). Se realizé un muestreo
aleatorio y secuencial, oscilando el niimero de muestras por vivero o plantera entre 30
y 50 unidades.

Se realiz6 el seguimiento del material vegetal durante los meses siguientes a
la plantacién para determinar si se producian sintomas de ACR, tanto en plantas
procedentes de viveros y planteras donde se detect6 el patdgeno como en aquellos en
los que el resultado fue negativo. Para ello se realizaron visitas quincenales, tomindose

muuestras de las plantas que presentaban sintomas.

Para determinar la presencia del patégeno en los tejidos de 1a corona o raices
de las plantas muestreadas se realizaron aislamientos de los mismos sobre PDA-Y
(apartado 3.3.3). Los datos se expresan como porcentaje de plantas infectadas sobre

¢l total muestreado.

La posible presencia del patdgeno en el suclo adherido a la planta se
establecid, cuando el estado de las muestras lo permitié, tomando de cada una cinco
plantas (mediante muestreo estratificado como se indica en el apartado 3.1.1.1), a las
que se retiraron peciolos y raices, las coronas resultantes fueron agitadas en 150 ml
de agua destilada estéril durante dos horas. Alicuotas de 0,5 ml de la suspensién
resultante se extendieron sobre placas Petri conteniendo DPAY (3 placas por muestra),
incubdndose a 25°C durante 7 dias. Los resultados se presentan como presencia o

ausencia en cada muestra (Gubler et al., 1988).

Al realizar cortes de corona se determiné el estado de los tejidos internos,
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sintomiticos o no, asi como el punto de inicio de las necrosis. Los resultados se

expresan como porcentajes sobre el total de las plantas de las que se aisla el patdgeno.

3.2.2.3.- Huéspedes intermediarios

Algunos autores sefialan la existencia de distintas plantas que pudieran servir
como huéspedes de C. fragariae (Brooks, 1931; Delp y Milholland, 1981 y Gullino
etal., 1985). Howard y Albregts (1973), indican que Cassia obstusifolia podria actuar
como reservorio de dicho patégeno, pero no se tiene constancia de que esta especie

vegetal se encuentre en Espafia.

Desde 1992, se han venido realizando prospecciones en las zonas freseras de
la provincia de Huelva entre distintas adventicias, especies de jara (Cistus spp.),
eucaliptos (Eucalyptus spp.) y restos de pino (Pinus spp.); con la intencién de detectar

la presencia de hongos del género Colletotrichum.

De otra parte, €l equipo del departamento de Fitopatologia del C.I.LF.A. "Las
Torres - Tomejil", que lleva a cabo el proyecto: "Estudio integrado de las
enfermedades y plagas del ardndano en Andalucia Occidental”, detecté en 1997 sobre
hojas de ardndano (Vaccinium spp.) una serie de manchas de las que se aisld, sobre
PDA (patata dextrosa agar) un hongo del género Colletotrichum. Se identificé
mediante estudios morfolégicos y por medio de la técnica de anticuerpos
monoclonales; observindose igualmente sus caracteristicas culturales y respuesta
a la temperatura (apartado 3.2.). Para determinar su patogenicidad en fresa se
realizaron inoculaciones en fruto y planta (apartado 3.1.1.).

3.6.- MEDIDAS DE CONTROL

3.6.1.- CONTROL QUIMICO

3.6.1.1.- Fungotoxicidad "in vitro"

La eficacia de varias moléculas fungicidas de actividad conocida contra

67



Colletotrichum spp., asi como otras utilizadas en el cultivo de fresa, se testé sobre
PDA en placas Petri. Discos de micelio del aislado de 7 mm de didmetro, tomados de
la zona de crecimiento de un cultivo, de siete dias de edad, se transfirieron a placas
que contenian el medio de cultivo con concentraciones de 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 50,
100, 200, 500 y 1000 ppm de los diferentes fungicidas. La medida del crecimiento
radial se tom6 a los 7 dias de incubaci6n a 25°C en c4mara iluminada. Asi mismo,
suspensiones de conidias del pat6geno (10> conidias/ml) se distribuyeron (0,1 ml/placa)
sobre la superficie de las placas que contenfan distintas concentraciones de los
diferentes fungicidas, contindose el mimero de colonias desarrolladas a los 3 dias de
incubacién, comparando con el nimero de colonias desarrolladas en los testigos. En
ambos casos se dispusieron cinco repeticiones por tratamiento y se repiti6 dos veces.
Los resultados se expresan como dosis efectiva al 50% (DE,y) y concentracién minima
inhibitoria (CMI), indicdndose las concentraciones en partes por millén (ppm) (Horn

et al., 1972 y Gullino et al., 1985).

Las moléculas fungicidas testadas fueron las siguientes: benomilo, bitertanol
(1-(4-fenifenoxi) 3,3-dimetil 1-(1H 1,2,4-triazol 1-il) 2-butanol), captan,
carbendazima, 6% cloranfenicol + 41% oxiquinoleato + 20% quinosol (TERLAI),
clortalonil, diclofluanida, dicloran, hexaconazol ((RS) 2-(2,4-diclorofenil) 1-(IH-
1,2,4-triazol 1-il9 hexan 2-ol), imazalil (1-(2-(2,4-diclorofenil) 2-(2-propeniloxi) etil)
1H-imidazol), metil-tolclofos, propiconazol, quintoceno (PCNB,
Pentacloronitrobenceno), tiabendazol (2-(4-tiazolil) bencimidazol) y vinclozolina.

3.6.1.2.- Ensayos de control guimico en ambiente controlado

La eficacia de los fungicidas en el control de ACR en invernadero se testé
sobre plantas de los cultivares "Pdjaro”, "Chandler” y "Oso Grande" procedentes de
viveros de altura, cuyo estado sanitario se determind como se indica en el apartado
3.522.

Las plantas se inocularon artificialmente por inmersién en suspension de

conidias del aislado CT-2 (10* conidias/ml), durante tres minutos., manteniéndose
durante 7 dias a 2°C en cdmara frigorifica.
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Se aplicaron tratamientos quimicos en pre-siembra, por inmersion de la planta
en solucién de fungicidas, a dos tiempos 15 y 30 minutos. Los fungicidas y las dosis
empleadas fueron los siguientes:

DB DA
Hexaconazol...... 10 ppm 20 ppm
Propiconazol..... 20 ppm 100 ppm
Tiabendazol...... 100 ppm 200 ppm
Imazalil......... 10 ppm 100 ppm
Terlai .......... 20 ppm 100 ppm
Bitertanol....... 20 ppm 100 ppm

Carbendazima... 100 ppm 200 ppm

Las plantas se dispusieron en macetas de plastico de 20x20 cm de didmetro,
conteniendo turba negra. Se dispusieron cinco repeticiones por tratamiento, llevandose
a cabo dos veces. Los controles consistieron en plantas inoculadas no tratadas y plantas

no inoculadas.

Se situaron en invernadero, realizindose observaciones semanales para

determinar la aparicién de sintomas asi como el estado fenolégico de las plantas.

La experiencia se dio por finalizada a los 30 dias de la plantacién. Se

realizaron aislamientos de tejido para determinar la presencia/ausencia del patégeno.

Los resultados se expresan como porcentaje medio de plantas muertas sobre

el total.

3.6.1.3.- Estudio de 1a eficacia de los fungicidas en condiciones de campo

La parcela se situé en la finca experimental "El Cebollar™ (Moguer, Huelva).
El disefio fue de bloques al azar con cuatro repeticiones por tratamiento. Las parcelas
elementales estaban compuestas por dos lomos de 8 m. de longitud, con dos hileras de
plantas cada uno, hasta contabilizar una media de 140 plantas por parcela. El material
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vegetal utilizado fueron plantas frescas del cultivar "Oso Grande", obtenidas de
viveros de altura (Valladolid). El estado sanitario se testé como se indica en el
apartado 3.5.2.2.

Todas las labores culturales fueron llevadas a cabo como se indica en el
apartado 3.1.2.

Las plantas fueron lavadas e inoculadas artificialmente por inmersién en
suspension de conidias del aislado CT-2 (10* conidias/ml) durante tres minutos. Se
llevaron a cdmara frigorifica (2°C) durante siete dias (Gubler et al., 1988).

Inmediatamente antes de la plantacién se realizaron los tratamientos por
inmersion de la planta en solucién de fungicidas durante 30 minutos. Las materias
ensayadas fueron: Hexaconazol (20 ppm), Propiconazol (100 ppm), Tiabendazol (200
ppm), Imazalil (100 ppm), Carbendazima (200 ppm), Bitertanol (100 ppm) y "Terlai"
(100 ppm). Se efectud un tratamiento con hipoclorito sédico al 20%, disponiéndose
dos testigos uno inoculado y otro sin inocular (Gubler et al., 1988).

Al mes de la siembra se iniciaron las aplicaciones de los fungicidas por

pulverizacion, realizindose estos tratamientos quincenalmente hasta floracién.

De cada subparcela se tomé un 10% de las plantas como unidad de muestreo,
sobre las que se realizaron observaciones y recogida semanal de frutos. Las plantas
muertas fueron retiradas, realizindose aislamientos de tejidos, tal como se describe en
el apartado 3.3.3, para confirmar la presencia del patégeno.

La eficacia de los fungicidas se determiné segin el porcentaje de plantas
muertas por tratamiento, asi como por la incidencia de podredumbre de fruto u otros
sintomas. Estos datos se completaron con los de produccién (peso medio en gramos
por planta) para cada uno de los tratamientos. Al finalizar cada campaia se realizaron
aislamientos de tejidos a las plantas consideradas unidades de muestreo, para

determinar la existencia de infecciones latentes.
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3.6.2.- UTILIZACION DE CULTIVARES RESISTENTES

Se analiz6 la respuesta de 24 cultivares de fresa (diez de ellos no comerciales)
al aislado CT-2, presente en la zona de cultivo de Huelva.

El material vegetal procedia de cultivo de meristemo y fue suministrado por
¢l equipo del Dr. D. Fernando Pliego (Mélaga). Las plantas se mantuvieron durante
cuatro semanas en invernadero para observar la presencia de sintomas de antracnosis.
Pasado este tiempo se trasladaron a cdmara de cultivo de plantas para su aclimatacién
a las condiciones en que se iba a desarrollar el ensayo. En la cdmara se mantuvo una
HR del 75% , fotoperiodo de 16 h. luz y temperatura de 25°C. Antes de 1a inoculacién

se retiraron los peciolos viejos manteniendo tres hojas por planta.

Del aislado CT-2 se¢ obtuvo un indculo sobre PDA-Y de 7 dias de edad.
Mediante el raspado de las colonias y posterior filtrado mediante gasa se consigui6 una
suspensién de conidias de concentracién 10* conidias/ml. La inoculacién se realiz6
mediante inmersion de las plantas durante 3 minutos en la suspension de conidias,
previamente desinfectadas en solucién de hipoclorito sédico 2% (2 min) y lavadas con
agua esterilizada. Tras la inoculacion las plantas se mantuvieron durante 48 h. a 100%
HR, 25°Cy 16 h. luz (Delp y Milholland, 1980 b y Smith y Spiers, 1982). El nimero
de plantas inoculadas por cultivar fue de diez, manteniéndose otras tantas no

inoculadas como control.

Transcurridos 30 dias, periodo durante el cual se realizaron observaciones para
determinar la aparicion de sintomas, se efectuaron a todas las plantas aislamientos de
tejidos sobre PDA-Y. Los resultados se expresan como porcentaje de plantas muertas,
indicandose el indice de severidad segin la escala de Delp y Milholland (1980 b)
modificada en el apartado 3.2.7.-

3.6.3.- CONTROL TERMICO

Se analiza el potencial de los tratamientos por inmersién de plantas en bafios

de agua caliente en pre-siembra, para el control de la antracnosis en su fase de
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podredumbre de corona.

3.6.3.1.- Resistencia térmica del patégeno "in vitro"

Mediante la combinaci6n de tiempos de inmersi6n y temperaturas, se intenté
determinar aquella que fuera letal para el hongo.

A partir del cultivo de CT-2 crecido durante 7 dias a 25°C y luz continua se
obtuvo una suspensién de conidias (10° conidias/ml) en agar-agua (1%). De esta
suspension se trasladan 0,5 ml a tubos de ensayo conteniendo 15 ml de agar-agua
(1%). Se deja crecer el hongo durante 48 h., en las condiciones anteriormente
descritas; procediéndose seguidamente a aplicar los tratamientos térmicos en bafio
termostatizado a las siguientes temperaturas: 40, 45, 50 y 55°C; siendo los tiempos
de inmersién de 5, 7,5 y 10 minutos, en cada caso. A continuacién, muestras de 0,1
ml se siembran en placas Petri, conteniendo PDA-Y, realizindose el conteo de las
colonias desarrolladas tras 24 y 48 h. de crecimiento en luz continua a 25°C. Se
dispuso de un control al que no se aplicé tratamiento, manteniéndose a temperatura
ambiente, asi como de cuatro repeticiones por combinacién (Miller y Stoddard, 1956).
Los resultados se expresan como media del porcentaje de inhibici6n.

3.6.3.2.- Experiencias de control térmico en ambiente controlado

El material vegetal utilizado consisti6 en plantas de fresa del cultivar "Oso
Grande", que provenian de viveros de altura (Valladolid). Las plantas fueron
inoculadas con el aislado CT-2 como se indica en el apartado 3.1.1, a concentracién

de 10° conidias/ml obtenida mediante ajuste y posterior conteo con cimara de Thoma.

Una vez inoculadas se mantuvieron durante 48 h. a temperatura ambiente para
facilitar la instalacién del indculo. Pasado este tiempo se aplicaron mediante inmersién
en bafio termostatizado los tratamientos térmicos a temperaturas de 40 y 50°C, durante
5y 10 minutos, plantindose a continuacién en macetas de 20 x 20 cm, y llevandose
a invernadero. Se dispusieron 5 repeticiones por combinacién de tiempo y
temperatura, repitiéndose la experiencia dos veces. Los controles consistieron en

plantas no inoculadas y no tratadas, plantas no inoculadas y tratadas, asi como plantas

r/’ x; Big

-
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inoculadas y no tratadas. Los resultados se expresan como porcentaje de plantas
muertas y produccion.

3.6.4.- CONTROL BIOLOGICO

Habiéndose observado durante el primer afio de experiencias en campo una
incidencia de ACR inferior a la esperada, se consider6 como posible causa la presencia
de un hongo del género Fusarium spp. tanto en los tejidos internos de las plantas de
fresa, como en el entorno de 1a corona, que se habia detectado en los muestreos

previos a la plantacion y en los aislamientos realizados al final de las campaiias.

3.6.4.1.- Estudio del potencial inhibitorio "in vitro"

La capacidad de inhibicién del agente se determindé mediante enfrentamiento
de las colonias de dicho organismo y de CT-2, utilizando como medio de cultivo
PDA-Y. Se calculd el porcentaje de reduccién del crecimiento hifal, tras medidas
diarias del didmetro de ambas colonias y por comparacién con los controles no
enfrentados (Bankole y Adenbajo, 1996).

3.6.4.2.- Anilisis de la posible patogenicidad de Fusarium sp frente a plantas de fresa.

Influencia sobre el desarrollo de 1a enfermedad en condiciones controladas

La patogenicidad de Fusarium spp. se testé sobre plantas de fresa del cutivar
"Chandler", la inoculacién se llevé a cabo tanto sobre planta de fresa como sobre
frutos. En el primer caso se realiz6 mediante inmersion de la planta en suspensién de
conidias (concentracién de 10* conidias/ml), manteniéndose las plantas inoculadas
durante 48 h a 25°C y 100% HR, transcurrido este tiempo se¢ trasladaron a
invernadero para su observacion. Los resultados se expresan como porcentaje de
plantas muertas. En el caso de frutos, la inoculacién se llevé a cabo mediante disco de

micelio, como se indica en el apartado 3.1.1.3.

Para determinar la influencia del agente en el desarrollo de la enfermedad se

llevaron a cabo inoculaciones conjuntas, sobre el cultivar "Chandler”. Primero se
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realizé inoculacién por inmersién en suspensién de conidias de CT-2 (concentracién
10* conidias/ml) de un grupo de plantas seguida a las 48 h de una re-inoculacién con
conidias de Fusarium spp. (concentracién 10* conidias/ml). De igual forma se hizo a
la inversa. Los controles consistieron en plantas no inoculadas, plantas inoculadas con
CT-2 y plantas inoculadas con Fusarium spp.. Los resultados se expresan como
porcentaje de plantas muertas. La experiencia se repiti6 dos veces, siendo de

diez el nimero de repeticiones.

3.6.4.3.- Fungotoxicidad "in vitro"

Se ensay0 la eficacia en el control del posible antagonista de los fungicidas
ensayados en campo para determinar su influencia en los resultados obtenidos. La

metodologia seguida se detalla en el apartado 3.6.1.1.

3.6.4.4.- Influencia en campo

Durante los tres afios de experiencia se observa la presencia/ausencia de
Fusarium spp. en €l entorno radicular en muestras de las plantas utilizadas en campo
(apartado 3.5.2.2), asi como en los aislamientos de tejido realizados tanto en pre-
siembra, como al final de cada campaifia. Los resultados se expresan como porcentaje

de plantas de las que se aislé dicho hongo sobre el total.

3.7.- ANALISIS ESTADISTICO

El tratamiento estadistico se ha realizado mediante andlisis de varianza con una
o dos fuentes de variacién y multifactoriales. La significacién de los valores de la
prucba F se ha expresado de la siguiente forma: no significativo (NS), significativo al
95% y significativo al 99% . En los casos en que ¢l valor de F resulté significativo, el
anélisis de varianza se completd con el cdlculo de la minima diferencia significativa

(MDS, p = 0,05/p = 0,01).

74



Los datos expresados como porcentajes s sometieron previamente a una
transformacién angular, cuando existen valores iguales a cero la transformacion
utilizada fue la raiz cuadrada y la logaritmica para nimeros entcros que cubren un
amplio intervalo (Steel y Torrie, 1985).
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION




4.1.- DESCRIPCION DE SINTOMAS

4.1.1.- DESARROLLO DE LOS SINTOMAS EN AMBIENTE CONTROLADO

4.1.1.1.- Podredumbre de corona

A los ocho dias de la inoculacién comienzan a aparecer sintomas de ACR,
caracterizados por la muerte de la yema, que presentaba una coloracién amarillenta,
afectando al 28% de las plantas. El resto comienza a emitir el primer par de hojas, las
cuales, cuatro dias después murieron en el 33% de las plantas. Posteriormente, entre
15 y 17 dias, de la plantacién, se observé que todas presentaban sintomas de ACR,
decaimiento general y muerte de 1a planta habiendo emitido sélo un par de hojas.

En cuanto al desarrollo de las necrosis en los tejidos internos de la corona,
indicar que en la primera extraccién, cinco dias después de la inoculacién, no se
observd ningtn sintoma, aislindose el patégeno en el 20% de las plantas. Howard y
Albregts (1984 b), indican que la infeccién en su estado inicial no se detecta
visualmente, debido a que atin no se han desarrollado en los tejidos las necrosis de

color rojizo.

En los cortes longitudinales practicados a las plantas analizadas diez dias
después de la inoculacién se detectaron necrosis secas de color marrén-rojiza en un
60% de las muestras, tal y como las describen otros autores (Brooks, 1935; Hom y
Carver, 1963; Delp y Milholland, 1980 b; Howard et al., 1992 y Denoyés-Rothan et
al., 1996). La zona afectada ocupa entre ¢l 5 y el 30% de la superficie total de la
corona; observindose que un mayor desarrollo de las necrosis corresponde, en todos
los casos a la penetracion del hongo desde la yema. En el 70% de los casos la

infeccién se inicié desde el punto de insercion del estolon.

Dos semanas después de iniciada la experiencia todas las plantas presentaron
sintomas de ACR, caracterizado por tejidos necrosados de color marrén rojizo,
ocupando ¢l 100% de la corona, reaisldndose el patégeno de dicha zona; resultados

que se repiten en la cuarta extraccion.
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Cuando los aislamientos se realizan entre 10 y 15 dias después de la muerte
de las plantas, sobre tejidos de corona totalmente necrosados, es dificil recuperar el
patégeno. En el primer caso se aislé del 80% de las plantas, mientras que en el
segundo sdlo se obtiene en el 20% ; no detectindose ningdn otro organismo. Segin
Howard et al. (1992), a partir de la segunda o tercera semana después de la muerte de
la planta no se suele recuperar el patdgeno, en el caso de ACR originada por C.

Jragariae o G. cingulata.

4.1.1.2.- Sintomas en estolones y peciolos

Cuando se realizan las inoculaciones mediante pulverizacién de suspension de
conidias no se reproducen los sintomas de 1a enfermedad sobre estolones, peciolos u

hojas.

En el caso de inoculacion mediante inyeccién se comienzan a observar
sintomas a las 72 horas. Las manchas, sobre estolones y peciolos, son hundidas
presentan un color pirpura y una longitud media de 2,5 mm. A lo largo del tiempo
contimian elongindose, para alcanzar a los treinta dias de la inoculacion un tamafio de
120 mm en el caso de los estolones y llegando a estrangular a los peciolos. El patégeno

es recuperado del borde de las lesiones.

Delp y Milholland (1980 b) y Smith y Spiers (1982) utilizan la técnica de
inoculacién mediante pulverizacién para determinar la resistencia de cultivares de fresa
a C. fragariae, resultando dicha técnica exitosa en la reproduccién de los sintomas. Sin
embargo, cuando se estudia la patogenicidad de C. acutatum, se observa que dicho
patégeno no provoca sintomas en hoja ni en peciolos cuando la inoculacién se realiza
por pulverizacién; mientras que sélo se reproducen con algunos aislados de dicha
especie cuando la inoculacién se realiza con herida, coincidiendo con lo descrito por
Smith y Spiers (1982), 1o que explicaria, si se tratara de dicho patdgeno los resultados
obtenidos.

4.1.1.3.- Podredumbre de fruto

Los primeros sintomas, en frutos maduros, aparecen a las 24 horas de la
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inoculaci6n, observandose una ligera depresion bajo el disco de micelio. Pasados tres
dias se aprecia esporulacién del hongo sobre 1a mancha circular y deprimida, la cual
presenta un didmetro de 10 mm. A los cinco dias todos los frutos inoculados
presentaban sintomas similares a los observados en campo, excepto por el aumento de
micelio aéreo, lo que se corresponde con 1o obtenido por Howard y Albregts (1984).
A partir del sexto dia comienzan a desarrollarse en el borde de las lesiones otros

patdgenos como Rhizopus spp. o Botrytis spp..

En el caso de los frutos verdes los sintomas no se detectan hasta las 48 h,
cuando ya han comenzado ha madurar, presentando entonces manchas secas y oscuras
cubiertas por una masa de conidias anaranjadas. A los cinco dias las manchas

alcanzaron un didmetro de 5 mm.

Los resultados son idénticos para los tres cultivares utilizados. Sobre los frutos
control no se desarrollaron sintomas de podredumbre de fruto, aunque entre cuatro y
cinco dias después del inicio de la experiencia se detectaron Rhizopus spp. y Botrytis
Spp.-

4.1.2.- EXPERIENCIAS EN CAMPO

4.1.2.1.- Caracterizacioén de sintomas

Los primeros sintomas de ACR se manifestaron siete dias después de la
plantacién, cuando las plantas sanas presentaban de dos a tres hojas. Las que habian
muerto comenzaron mostrando 1a yema marchita, no emitiendo hojas verdaderas.
Cuando se realizan cortes longitudinales de la corona se aprecia una decoloracién
marrén-rojiza seca que llega a ocupar la totalidad de su superficie. Esta descripcién
coincide con la realizada por Brooks (1935), asi como por otros autores con
posterioridad (Hom y Carver, 1963; Delp y Milholland, 1980 b; Howard et al., 1992;
Denoyés-Rothan et al., 1996). Segiin Horn y Carver (1963) el punto de penetracién
del hongo se encuentra a nivel de suelo, mientras que las observaciones realizadas
indican que el hongo penetra por el punto de insercién del estolén o bien por la yema
(Delp y Milholland, 1980 b; Denoyés-Rothan et al., 1996) (Figura 2). En algunas
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ocasiones los tejidos de la corona son asintomdticos, aisldndose el patégeno de los

mismos.

Los sintomas de ACR en plantas que ya han comenzado la fructificacién, se
caracterizaron por el decaimiento de las mismas comenzando por la yema y
progresando hacia fuera, coincidiendo con lo descrito por Plakidas (1964). En
ocasiones, si la planta presenta multiples coronas, puede ocurrir que una de ellas

muera mientras el resto permanece sana (Figura 3).

Es frecuente aislar el patégeno de los tejidos radiculares de plantas muertas.
En estos casos las raices presentan €l cortex de color negro, mientras que el tejido
vascular permanece sano. Ninguno de los autores revisados describe la presencia de

patogenos del género Colletotrichum afectando este tipo de tejido.

Durante los tres afios de experiencias en campo se observa como las primeras
podredumbres de frutos maduros aparecen en Febrero, manteniéndose su presencia,
con mayor o menor incidencia, durante todo ¢l periodo de cosecha. Las lesiones
aparecen como manchas hundidas, firmes y circulares. En principio no son
perceptibles por observacién directa, comienzan a tomar una coloracién marrén clara,
que con ¢l tiempo se oscurecen y aumentan de tamafio. Sobre las manchas se aprecia
una coloracién anaranjada que corresponde a la esporulacién del hongo. Los aquenios
en la zona afectada se tornan de color negro. La infeccién se inicia en cualquier punto
del fruto, apareciendo frecuentemente mas de una mancha, las cuales pueden crecer
hasta afectar al fruto en su totalidad, provocando que finalmente se sequen y
momifiquen, tomando una apariencia acorchada. Estos sintomas coinciden con los
descritos por: Sturgess (1954); Wright et al. (1960); Howard (1972); McGechan
(1977); Maas (1978) y Denoyés-Rothan et al. (1996) (Figuras 4y 5).

La presencia de podredumbres en frutos verdes ha sido esporadica en los dos
primeros afios en que s¢ han realizado las observaciones, siendo mas frecuentes
durante el tercero. Las lesiones son oscuras y duras, presentando esporulacién
anaranjada (Howard et al., 1992) (Figura 6).
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Figura 2.- Coronas necrosadas en corte longitudinal mostrando sintomas de ACR.

a.- Necrosis comenzando por punto insercion estoldn.

b.- Necrosis comenzando por yema
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Figura 3.- Parte aérea de la planta mostrando sintomas severos de ACR.
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Figura 4.- Fruto maduro mostrando sintomas de antracnosis en campo.
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Figura 5.- Fruto maduro que presenta amplia superficie afectada con aquenios necrosados.
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Figura 6.- Fruto inmaduro mostrando sintomas de antracnosis.
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No se han detectado sintomas en estolones ni en peciolos. Durante el dltimo
afo si se observaron sintomas en flores, las cuales presentaban pérdidas de pétalos, asi
como pistilos y évulos de color oscuro (Figura 7); ocasionalmente el ciliz y la porcion
superior del pedinculo aparecian de color marrén claro. Dicha sintomatologia pudo
ser debida a que la infeccion se produjo cuando la flor estaba abierta tal como

describen Howard y colaboradores (1992).

Figura 7.- Marchitamiento de la flor ocasionado por Colletotrichum spp..
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En la primavera de 1996, se detectaron plantas que presentaban lesiones en
hojas de entre 5 y 10 mm de didmetro, de color marrén-claro y borde rojizo de las que
se aislé el patégeno. Esta sintomatologia no se corresponde con ninguna de las
descritas anteriormente por Howard y colaboradores (1983 y 1991) como originadas

por hongos del género Colletotrichum (Figura 8).

Figura 8.- Mancha necrética en hoja de fresa originada por Colletotrichum spp.
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4.2.- IDENTIFICACION DEL AISLADO

4.2.1.- Caracteristicas conidiales

Las conidias son mayoritariamente cilindricas en los aislados identificados en
origen como C. gloeosporioides y C. fragariae, aunque se observan algunas con un
extremo puntiagudo; mientras que en el caso de los tipo "acutatum” aparecen conidias
de los tres tipos, presentando la mayoria uno o los dos extremos en punta, excepto en
el caso de los aislados 324995 y 348499 en los que aparece un nimero elevado de
conidias cilindricas (Tabla 6). Segin las descripciones originales los hongos de la
especie C. acutatum presentan las conidias de tipo fusiforme (Simmonds, 1965),
mientras que las conidias de C. fragariae serfan cilindricas (Brooks, 1931) y las de C.
gloeosporioides cilindricas con uno de los extremos agudos (Sutton, 1992). Estudios
posteriores muestran como las conidias de C. gloeosporioides y C. fragariae no
presentan ambos extremos en punta y que las conidias de C. acwtatum pueden
presentar los tres tipos, aunque serian mayoritariamente fusiformes (Smith y Black,
1990 b y Denoyés-Rothan y Baudry, 1995).

El tamafio de las conidias no puede ser considerado un caricter diferencial ya
que, como se observa en la Tabla 6, los valores obtenidos en las distintas especies son
solapantes, siendo, en general, ligeramente menores en los aislados tipo "acutatum”.
La mayoria de los autores llegan a resultados similares (Simmonds, 1965; Brooks,
1931; Howard y Albregts, 1983; Sutton, 1992 y Smith y Black, 1990 b). Denoyés-
Rothan y Baudry (1995), indican que este no puede ser considerado un caricter

diferencial, no asi la forma de las conidias.

En cuanto al color de las conidias en masa, como ya indicaron Smith y Black
(1990 b), varia del rosa al anaranjado; excepto en el caso de C. miyabeana (345581),
donde no se observd formacion de conidias.

4.2.2.- Produccion del estado ascal

Sélo dos aislados (Tabla 6) producen ascas con ascosporas tipicas de G.

cingulata (forma perfecta de C. gloeosporioides), siendo precisamente aquellos
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identificados en origen como dicha forma imperfecta. El aislado nimero 345051,
identificado como tal, no produce dicha estructura. El aislado obtenido en la provincia
de Huelva, al igual que el resto, no produce ascas en las condiciones marcadas; por
lo que ninguno de ellos puede considerarse como perteneciente a dicha especie
(Denoyés-Rothan y Baudry, 1995; Smith y Black, 1990 b).

4.2.3.- Caracteristicas de los apresorios

El tamafio y la forma de los apresorios se caracterizaron en base a los
originados por las conidias en germinacién, ya que no se aprecid su formacién en
hifas. Algunos de los aislados no produjeron, en las condiciones marcadas, estas

estructuras.

El tamafio medio de los apresorios es ligeramente inferior al descrito por Dyko
y Mordue (1979). En la tabla 6 se observa que son ligeramente mayores en €l caso de
los aislados C. gloeosporioides n°® 345051 (7,73 x 5,31 um) y C. fragariae n® 348172

(8,62 x 4,96 um), no aprecidndose en el resto diferencias significativas.

Se detectan dos tipos de apresorios: T1 de color marrén, ovoide y lobulado y
T2 de color gris oscuro a marrén claro, ovoides no lobulados. El tipo de apresorio es
solapante entre las tres especies, aunque en los aislados identificados como C.
acutatum el segundo es é1 mds habitual. El aislado mimero 348499, identificado como
tipo "acutatum”, en origen present la mayoria de sus conidias cilindricas y apresorios
T1. Algunos autores no consideran este caricter esencial para la diferenciacion entre
las especies (Simmonds, 1965 y Smith y Black, 1990 b) (Tabla 6).

4.2.4.- Produccién de quetas

Sobre agar-hoja de fresa sélo se aprecié formacién de quetas en acervulos en
dos de los aislados (mimeros I.M.1. 324984 y 324988), presentando caracteristicas
similares: no septadas, extremos puntiagudos, hialinas mis oscuras en la base, con un
tamafio de 64 - 170 x 3 - 4,25 um. Dichos aislados se consideran C. gloeosporioides
coincidiendo las caracteristicas de las quetas con las descritas por otros autores,

exceptuando €l niimero de septos ya que en este caso no se obscrvan, mientras que se
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FORMA DE CONIDIAS * APRESORIOS |
AISLADO CIL INT FUS TAMANO TAMANO ™/ u
CONIDIAS ¥ TIPO
C. gloeosporicides
324984 85,34 14,11 0,56 16,15x4,25¢ no produce
324988 23,81 76,19 02 15,30x 4,04 ¢ no produce
345051 75,66 24,34 0* 11,90 x 4,25 *b 7,73x5,31°/ Tt
C. miyabeana
345581 -) (-) ) - no produce
C. acutatum
324993 23,09 13,94 62,974 10,20x 4,25 5,84x425°/ T2
324995 30,77 69,23 0* 10,63 x 3,83 ** 6,11 x425**/ T2
345026 18,21 45,65 36,15¢ 13,18 x 4,25 >4 1o produce
345029 14,86 41,79 43,36 ° 14,88 x 4,45 ¢ 6,52x4,04*° /T2
348499 51,04 24.54 24.42° 10,46 x 4,25 6,55x4,31** /Tl
360086 17,65 41,17 41,18° 10,52 x 3,51 " no produce
367467 0 33,23 66,77 ¢ 14,24 x 4,25 ¢ 6,32 x4,25/ T2
364856 8,26 62,82 28,92 b< 10,23 x 4,32 ** escasos / T2
C. fragariae
348152 81,65 18,35 0* 14,45x4,25%¢ 6,97 x 4,72/ T2
348167 33,00 67,00 02 14,15 x 4,32 ¢ no produce
348172 28,50 71,50 0 13,95 x 4,53 ¢ 8,62x4,9°/T1
CT-2 35,15 35,22 29,64 >* 13,18 x 4,25 =1 7,32 x5,20%°/ T2 “

TABLA 6.- Caracteristicas morfoldgicas de los aislados.

* Forma de las conidias: CIL = cilindricas con ambos extremos redondeados; INT = intermedia
con un extremo redondeado y otro en punta; FUS = fusiforme, ambos extremos puntiagudos.
Expresado como porcentaje. Minima Diferencia Significativa, entre porcentaje de conidias

fusiformes MDS (0,01) = 9,77

Y Media de 100 conidias (zm). Minima Diferencia Significativa entre longitudes MDS (0,01)

=287

* Presencia (+) o ausencia (-) de peritecios, sobre PDA-Y y OMA.

¥ Tamafio medio de 25 apresorios (um). MDS (0,05) = 1,82 (considerando el didmetro mayor).
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describen como septadas al menos una vez por Dyko y Mordue (1979) y Gubler y
Gunnell (1991).

El aislado obtenido en la provincia de Huelva forma, en las condiciones de
cultivo descritas, acérvulos, sin quetas. Esta estructura se detectd sobre frutos
sintométicos, presentando color marrén oscuro, con paredes delgadas, septadas,

ligeramente curvadas y con un tamafio medio de 54 x 4 pm.

Segiin Gubler y Gunnell (1991), la utilizacién de este medio de cultivo
favorece la formacién de quetas en los acervulos, sea cual sea la especie de
Colletotrichum, considerando 1a forma, tamafio y color de las quetas como pardmetros
vélidos en la diferenciacién de las especies del género. Sin embargo, tras repetir la
experiencia en varias ocasiones solo se¢ han reproducido en el caso de hongos

pertenccientes a la especie C. gloeosporioides.

Segln Sutton (1992), la formacién de estas estructuras depende de las
condiciones ambientales, existiendo algunos aislados del genero que no las producen.
Smith y Black (1990 b), indican que tanto en cultivo (PDA o PDA+OMA) como en
condiciones naturales sélo forman quetas algunos de los aislados de esta especie, no
observindose en C. gloeosporioides ni en C. acutatum. Otros autores indican que este
dltimo sélo forma quetas en condiciones naturales (Simmonds, 1965 y Dyko y
Mordue, 1979).

4.2.5.- Caracteristicas culturales y respuesta a la temperatura en PDA-Y

La tabla 7 muestra las caracteristicas culturales de los aislados considerados.
El color de las colonias de los aislados identificados como C. gloeosporioides varia de
gris a verde oliva. Entre los C. fragariae existen variaciones, pero en ambos casos €l
reverso de las colonias presentaba una coloracién gris o verde. Los aislados tipo C.
acutatum muestran coloraciones rosadas o anaranjadas, recubriéndose de un velo gris
o blanco con el paso del tiempo, siendo generalmente ¢l reverso de la colonia de color
rosa o anaranjado, con algunas excepciones. El aislado obtenido de fresa en la
provincia de Huelva coincide en color con aquellos encuadrados como C. acutatum.

Segin Smith y Black (1990 b), el color rosado o anaranjado de las colonias es
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AISLADO COLOR COLONIA DIAMETRO * VELOCIDAD DE
CRECIMIENTOY

C. gloeosporioides

324984 gris, verde 75,50° R 0,462°¢

324988 blanco, gris 72,00 ¢ R 0,447%

345051 gris, verde 72,75¢ R 0,430¢
C. miyabeana

345581 verde oscuro 44,75° L 0,268°
C. acutatum

324993 gris, Tosa 50,00 ¢ M 0,315°

324995 blanco 30,25* L 0,203

345026 beige, verde 27,25* L 0,166

345029 rosa, anaranjado 45,25" L 0,280%*

348499 gris, rosa 47,25 M 0,295

360086 gris, beige 23,25 L 0,144

367467 Fosa 47,50° L 0,293°

364856 gris, verde 45,75 L 0,281
C. fragariae

348152 blanco, rosa 64,25¢ M 0,397°¢

348167 beige 61,75¢ M 0,401°

38172 gris claro 71,75°¢ R 0,435¢

CT-=2 gris, rosa 45.25° L 0,280%"

TABLA 7.- Caracteristicas culturales de los aislados.

* Didmetro medio de las colonias (mm). MDS (0,05) = 4,088

¥ Velocidad de crecimiento (mm / 24 h). MDS (0,05) = 0,021. R rdpida; M media; L lenta
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indicativo de esta dltima especie, aunque en ocasiones aparecen aislados de C.

Jfragariae con esta caracteristica, o aislados de C. acutatum sin ella.

Se observan diferencias significativas en el crecimiento de los aislados. Los
C. acutatum y C. miyabeana presentan los valores més bajos, siendo superiores en los
aislados C. fragariae y C. gloeosporioides. Segin distintos autores los aislados de
crecimiento rdpido corresponderian con las tltimas especies citadas, mientras que los
de crecimiento lento serfan C. acutatum (Smith y Black, 1990 b; Denoyés-Rothan y
Baudry, 1995). El aislado CT-2 presenta una baja velocidad de crecimiento y un
didmetro que no difiere significativamente de aquellos considerados C. acutatum.

La figura 9 muestra el efecto de la temperatura sobre €l crecimiento de cada
uno de los aislados considerados. En los tipo "acutatum” y "miyabeana” la temperatura
Optima es de 24°C, siendo de 28°C para el resto. A 24°C, el aislado obtenido en la
provincia de Huelva no difiere significativamente (MDS (0,05) = 3,38) de la mayoria
de los considerados "acutatum”. En general los aislados de este tipo presentan una tasa
de crecimiento menor que los "gloeosporioides” o "fragariac” a cualquiera de las
temperaturas ensayadas. Las temperaturas letales para los hongos de este género serian
de 8°C o inferiores ¢ iguales o superiores a 36°C, llegando en algunos casos a no
observarse crecimiento a 12 o 32°C. Los resultados obtenidos por distintos autores
indican rangos de temperaturas éptimas entre 25 y 30°C, considerando como letales
temperaturas inferiores a 5°C y superiores a 35°C (Horn, 1963; Gullino et al, 1985;
Wilson et al, 1990; Smith y Black, 1990 b y Denoyés - Rothan y Baudry, 1995).

Las variaciones en el crecimiento de los aislados segin sea el medio de
cultivo, se muestran en la tabla 8. Fl crecimiento en el medio AHF, rico en sustancias
minerales, es inferior que en el resto para todos los aislados; presentando los didmetros
maximos los aislados tipo "gloeosporioides” y "fragariae", siendo significativamente
inferiores los de tipo "acutatum”, esta es la tendencia que se aprecia en todos los
medios de cultivo. El medio PDA presenté los mayores indices de crecimiento; junto

al Agar V8, en cuya composicion se incluye CO; Ca.
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AISLADO AHF * V-8Y OMA ~ PDA ¥

C. gloeosporioides

324984 45,00 73,00 ¢ 63,67¢ 76,63 ¢
324988 58,00 69,33 ¢ 66,338 74,004
345051 53,00 ° 73,00 ¢ 67,00 78,00 ¢
C. miyabeana
345581 45,67 52,33=%¢ 49,00 ¢ 54,33 ¢
C. acutatum
324993 40,67 52,33%%¢ 57,00=° 57,63 °
324995 38,67 41,33° 45,63>° 40,67 *°
345026 31,00°¢ 41,63 36,00° 34,332
345029 31,00° 55,63°¢ 54,00 % 55,63°
348499 38,00 %1 55.63°¢ 53,00% 56,33 °
360086 29,00 ° 34,63 25,63 41,00°
367467 31,00° 56,00 ¢ 51,00%° 55,63 ¢
364856 37,33¢ 50,00 >° 41,63*° 54,33 ©
C. fragariae
348152 49,00 * 74,33 ¢ 64,005 74,33 ¢
348167 49,00 * 66,33 ¢ 57,001 72,33 ¢
348172 52,00 >* 73,00 ¢ 62,00°%¢ 74,001
CT -2 30,33 ¢ 52,63 ¢ 85,00 56,00 ¢ |

TABLA 8.- Crecimiento miceliar de los aislados en distintos medios sélidos, tras 7 dias de

cultivo a 25°C.

X AHF (Agar Hoja de Fresa). MDS (0,01) = 3,45.
¥V - 8 (Agar 8 Vegetales). MDS (0,01) = 5,73.

Z OMA (Agar Harina de Avena).MDS (0,01) = 7,31.

¥ PDA (Patata Dextrosa Agar). MDS (0,01) = 7,09
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4.2.6.- Variaciones patogénicas entre los aislados

Las tablas 9, 10, 11, 12 y 13 muestran los resultados de los test de
patogenicidad ensayados sobre los cultivares "Oso Grande”, "Chandler”, "Camarosa”,
"Pijaro" y "Selva"; que fueron inoculados con los distintos aislados del género
Colletotrichum; se observa como alguno de ellos, considerados originariamente
patégenos de fresa, no provocan sintomas de antracnosis sobre alguno o todos los

cultivares.

La respuesta de susceptibilidad a cada uno de los aislados es diferencial a

excepcion de aquellos que no inducen sintomas.

Al analizar la respuesta de los aislados identificados en origen como C.
acutatum encontramos que sélo uno de ellos no induce la aparicion de sintomas de
ACR, aunque si ocasiona sintomas en fruto (n° 1.M.I 345029). La media del conjunto
de los aislados indica que Ia respuesta es intermedia en todos los cultivares. Cuatro de
los aislados no provocaron sintomas en fruto, produciendo, en el conjunto, una
respuesta de resistencia; dos de estos aislados no formaron apresorios en las
condiciones estudiadas (I.M.1. 345026 y 360086) (Tablas 9 A y 9 B).

Entre los aislados considerados originariamente como incluidos en la especie
C. fragariae, encontramos cuatro que no produjeron sintomas de ACR, originando al
menos dos de ellos podredumbre de fruto (Tabla 10). Desde que Brooks en 1931
identificara al agente causal de antracnosis en fresa como perteneciente al género
Colletotrichum, denominéndolo C. fragariae, tuvieron que transcurrir casi 50 afios
para que esta especie dejase de ser considerada como tnica inductora de dicha
enfermedad en fresa (Howard y Albregts, 1984). El hecho de que estos aislados, todos
ellos provenientes de EEUU, no originen sintomas de ACR podria indicar o bien
pérdida de patogenicidad, poco probable en aquellos que provocan sintomas en fruto,
0 que se pudieran considerar patotipos especializados en ocasionar enfermedad en esta
parte de la planta . Esta asuncién nos llevaria a tener que interpretar una variacién en
su ciclo biol6gico. Este mismo criterio puede ser utilizado en aquellos aislados de C.

acutatum que no originan sintomas en fruto.
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RESPUESTA DE CULTIVARES A LA ENFERMEDAD *

Ne 080 G. CHANDLER CAMAROSA PAJARO SELVA MEDIA FRY
LML DECVS "
299103 | 1,10 3.60(20)° |7.60(80) |3.6020) |29%0@0) |37 +
301119 | 1,00 263200 | 1,00 1,00 1,00 1,13 +
311744 | 1,00 42040) | 1,80 5,50(60) | 1,10 272 +
324992 | 240200 | 25020 25020 | 1,00 2,40 20) | 2,16 +
324993 | 560200 |530Q0 |770@0 |510040 |4100@0) |s56 +
324994 | 6,60 (80) | 4,00(40) | 82001000 |6,70(80) | 8.40(100) | 6,78 +
324995 | 1,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,20 ;
345026 | 2,50 20) | 1,00 1,00 1,00 2,50 20) | 1,60 ;
345027 | 2,40(20) | 4,30(40) |3.90@0) |520(60) | 8.50(100) | 4.86 ND
345028 | 2,40 20) | 1,00 380(40) |24020 | 1,00 2,12 ND
345029 | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 +
345031 | 1,00 1,80 2,4020) | 2,00 1,00 1,64 +
345032 | 8,10 (100) | 3,60(20) | 820(100) |6,10(60) | 8.40(100) | 6,88 +
345033 | 3,9040) | 240200 | 420400 |2.6020) |4,3040) | 3,00 ND
345034 | 1,00 1,70 2,10 1,70 1,10 1,52 +
345035 | 1,00 3,80(40) |3%00 |150 1,20 2,28 +
345053 | 1,00 1,00 3,80(40) | 1,00 1,00 1,56 +
345574 | 3,80 (40) | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,56 _
345575 | 520(60) | 2,4020) | 1,00 1,00 1,00 2,12 +
345576 | 8,10(100) | 4,1020) |640(60) |7.1080) |7.1080) |6,56 +
345577 | 1,00 1,00 3,80(40) |240(40) | 1,00 1,84 +
345583 | 3,90(40) | 6,90(80) |8,50(100) |8,50(100) |630(60) |6,82 +

TABLA 9 A .- Respuesta de cultivares de fresa a la inoculacién con distintos aislados de C.

acutatum.

* Incidencia de ACR en distintos cultivares. Escala 1 - 8; 1 sin sintomas (no se aisla el
patogeno), 8 planta muerta.

¥ Presencia (+) / ausencia (-) de sintomas de antracnosis en fruto cv. "Oso Grande”. ND = sin
dato.

* Indice de Severidad. Entre paréntesis porcentaje de plantas muertas.

¥ Media de los cultivares. Minima Diferencia Significativa (0,01) = 2,48
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RESPUESTA DE LOS CULTIVARES A LA ENFERMEDAD*

N¢ 080 G. CHANDLER | CAMAROSA PAJARO SELVA MEDIA FR?Y
LM.L DE CVS™
346326 | 3,80 (40)* | 3,90 5,00 (40) 2,20 5,50 (60) | 4,08 +
348487 | 1,00 1,00 1,00 1,60 4,50 (40) | 1,82 +
348489 | 2,60 (40) | 4,20 (40) | 8,40 (100) 5,60 (60) | 7,00(80) | 5,56 +
348493 | 2,40(20) | 6,80(80) | 2,50 (20) 6,80 (80) | 6,80(80) | 5,06 +
348494 | 3,80 (40) | 2,60 (40) | 8,30 (100) 3,90 (40) | 8,50 (100) | 5,42 +
348496 | 5,40 (60) | 4,50 (40) | 5,30 (60) 3,50 20) | 4,10 (40) | 4,56 +
348499 | 3,80(40) | 540(60) | 8,30 (100) 7,00 (80) | 7,85(90) | 6,47 +
348500 | 6,90 (80) | 4,30(40) | 8,40 (100) 7,10 (80) | 5,50(60) | 6,44 +
348501 | 3,80 (40) | 6,90(80) | 6,90 (30) 6,70 (80) | 8,40 (100) | 6,54 +
348502 | 8,00 (100) | 5,30 (60) | 5.40 (60) 7,00(80) | 7,20(80) | 6,58 +
351247 | 2,4020) | 2,00 5,30 (60) 5,80 (60) |3,900) |3.88 ND
351253 | 2,40(20) | 1,00 1,10 3,90(40) | 4,300 | 2,54 +
351254 | 2,40(20) | 3,00(20) | 2,60(20) 520(60) |5,10(40) | 3,66 +
351255 | 5,40 (60) | 5.40(60) | 8,20 (100) 5,40 (60) | 5,50 40) | 5,98 +
351587 | 2,40 (20) | 5,20(60) | 8,30 (100) 7,00 (80) | 8,40 (100) | 6,26 +
351589 | 1,00 590(60) | 1,00 1,9 2,70 20) | 2,50 ND
360086 | 1,00 1,10 2,40 (20) 3,90 (40) | 530(60) | 274 -
364856 | 3,80 (40) | 6,70(80) | 5,30 (60) 6,90 (80) | 4,20(40) | 5,38 +
367466 | 2,40 (20) | 8,00 (100) | 6,60 (80) 3,80 40) | 8,10(100) | 5,78 ND
367467 | 520(60) | 590 (60) | 8,30 (100) 4,50 (40) | 8,40 (100) | 6,46 +
367468 | 3,80 (40) | 2,80(20) | 6,60 (60) 5,70(60) | 4,0020) | 4,58 +

MEDIA ¥ | 3,20 4,46 4,65 4,04 4,48 4,17

TABLA 9 B.- Respuesta de cultivares de fresa a la inoculacién con distintos aislados de C.

acuiatum.

* Incidencia de ACR en distintos cultivares. Escala 1 - 8; 1 sin sintomas (no se afsla el

patégeno), 8 planta muerta.

Y Presencia (+) / ausencia (-) de sintomas de antracnosis en fruto cv. "Oso Grande". ND = sin

dato.

* Indice de Severidad. Entre paréntesis porcentaje de plantas muertas.
¥ Media de los aislados.
* Media de los cultivares. Minima Diferencia Significativa (0,01) = 2,48




RESPUESTA DE CULTIVARES A LA ENFERMEDAD *

Ne OSOG. | CHANDLER | CAMAROSA PAJARO SELVA MEDIA FRY
I.M.L DECvs"Y
345047 | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 +
345049 | 1,00 1,00 1,00 2,00 1,00 1,20 ND
345050 | 1,00 1,00 1,00 3,80 (40) | 1,90 1,74 +
346325 | 1.00 5,30 (60) 7,00 (80) 5,70 (60) | 6,70(60) |} 5,14 +
348152 1,00 3,90 (40) 6,60 (80) 2,4020) | 1,00 2,98 +
348153 | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 -
348159 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 ND
348160 1,00 2,00 8,20 (100) 4,00 (40) | 5,40 (60) 4,12 +
348163 | 6,90(80) | 5,30 (60) 3,90 (40) 3,90 (40) | 8,20 (100) | 5.64 ND
348167 | 1,00 2,40 (20) 2,40 (20) 3,90 (40) | 4,20(40) | 2,78 +
348168 | 3,80 (40) | 2,60 (20) 7,80 (80) 3,80 (40) | 6,80 (80) | 4,96 ND
348172 1,00 5,50 (60) 8,00 (100} 5,40 (60) | 8,50 (100) | 5.68 +
348174 | 2,40 (40) 1,00 1,00 2,40 (40) 1 2,40 (40) 1,84 +
348175 1,00 3,80 (40) 3,80 (40) 2,60 (20) | 8,10(100) | 3.86 +
348177 | 5,20 (60) 2,70 (40) 8,30 (100) 6,80 (80) | 8,20(100) | 6,24 +
348178 | 3,80 (40) 1,00 1,00 2,40 (40) | 1,00 1,84 +
348182 | 2,40 (40) | 2,40 (40) 8,20 (100) 3,80 (40) | 4,10(40) | 4,18 +

MEDIAY | 2,09 2,52 4,19 3,29 4,15 3,25

TABLA 10 .- Respuesta de cultivares de fresa a la inoculacién con distintos aislados de C.

fragariae.

* Incidencia de ACR en distintos cultivares. Escala 1 - 8; 1 sin sintomas (no se aisla el
patégeno), 8 planta muerta.

Y Presencia (+) / ausencia (-) de sintomas de antracnosis en fruto cv. "Oso Grande". ND = sin
dato.

* fndice de Severidad. Entre paréntesis porcentaje de plantas muertas.

¥ Media de los aislados.

¥ Media de los cultivares. Minima Diferencia Significativa (0,01) = 3,24

Los cultivares mis susceptibles a C. fragariae son "Camarosa” y "Selva".

Howard y colaboradores (1992) consideran a "Selva”, "P4jaro” y "Chandler” como
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muy susceptibles a esta especie. En este caso, globalmente, los dos primeros presentan
respuesta intermedia y el dltimo resistencia, no siendo ninguno de los cultivares
ensayados susceptible. En "Camarosa” y "Selva” la respuesta es de susceptibilidad
frente al 41,18% de los aislados ensayados; en el de "Chandler" y "Péjaro” frente al
17,65% y por tltimo "Oso Grande", que sélo presenta este tipo de respuesta frente al
11,76% de los aislados.

Al comparar los valores medios de la respuesta inducida por los distintos
aislados sobre los cultivares considerados, encontramos una MDS (0,01) = 3,46; que
confirma que la respuesta intermedia se encuentra entre valores de 3,10 y 4,90;
mientras que por encima o por debajo la respuesta global al aislado seria de
susceptibilidad o resistencia (Tabla 10). En el caso de los aislados considerados C.
acutatum la diferencia es de 2,48, con lo que supondria una respuesta intermedia entre
2,72y 5,20 (Tabla 9 A y 9 B).

La tabla 11 muestra el comportamiento de los distintos cultivares a la
inoculacidn con aislados de 1a especie C. gloeosporioides, aunque globalmente los
cultivares "Chandler” y "Camarosa” parecen ser los més susceptibles, no existen
diferencias significativas (MDS (0,01) = 3,63) entre la incidencia media de los
aislados frente a cada uno de los cultivares. Indicar que sobre el cultivar "Camarosa”
todos los aislados provocaron la muerte de al menos un 20% de las plantas durante el
periodo de estudio.

Los aislados de la especie C. miyabeana, procedentes de Oceanfa y
supuestamente patgenos de fresa, indujeron una respuesta media de los cultivares
ensayados de poca susceptibilidad, provocando claros sintomas en fruto s6lo uno de
ellos (I.M.I 345578). El aislado 345581, que presenta un fndice de severidad medio
de 1,30 y no induce sintomas en fruto, no form¢ apresorios (Tabla 12). Considerando
las otras especies estudiadas, C. miyabeana no deberia ser considerado un patogeno

significativo sobre los cultivares ensayados.
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RESPUESTA DE CULTIVARES A LA ENFERMEDAD *

N° OSOG. | CHANDLER | CAMAROSA PAJARO SELVA MEDIA_ | FRY
LML pECvsY
324983 | 1,00 1,00 3,80 (20) 1,00 2,40 (20) 1,84 ND
324984 | 5,30 (60) | 8,30 (100) | 8,30 (100) 1,80 8,20 (100) { 6,38 +
324985 | 5,20 (60) { 8,40 (100) | 8,10(100) 5,50 60) | 7,00(80) |68 ND
324988 | 1,00 1,00 2,50 (20) 1,30 1,40 1,44 ND
345051 | 1,00 1,00 3,90 (40) 1,00 1,00 1,58 ND
345052 | 3,80 (40) | 8,10 (100) 2,40 (20) 2,40 (20) 6,70 (80) 4,68 +
351257 | 4,20(40) | 8,30 (100) | 7,10(80) 8,50 (100) | 8,40 (100) | 7,30 +
360928 | 3,80 (40) | 5,10 (40) 5,20 (60) 4,00 (20) 3,90 (40) 4,40 +

MEDIA® | 3,16 5,15 5,16 3,19 4,88 4,30

TABLA 11.- Respuesta de cultivares de fresa a inoculacién con distintos aislados de C.

gloeosporioides.

* Incidencia de ACR en distintos cultivares. Escala 1 - 8; 1 sin sintomas, 8 planta muerta.

¥ Presencia (+) / ausencia (-) de sintomas de antracnosis en fruto cv. "Oso Grande”. ND = sin

dato.

* [ndice de Severidad. Entre paréntesis porcentaje de plantas muertas.
¥ Media de los aislados.
* Media de los cultivares. Minima Diferencia Significativa (0,01) =3,05

RESPUESTA DE CULTIVARES A LA ENFERMEDAD *

Ne 0SOG. | CHANDLER | CAMAROSA PAJARO SELVA MEDIA_ | FRY
LML pECVs ¥
345578 1,00 2,10 2,40 (40) 1,00 2,40 (40) 1,78 +
345580 1,00 1,00 2,40 (40) 1,00 1,00 1,28 ND
345581 1,00 1,00 1,00 1,00 2,50 (20) 1,30 -
345585 1,00 2,40 (20) ND 1,00 1,00 ND

MEDIAY | 1,00 1,625 1,00 1,725

TABLA 12 .- Respuesta de cultivares de fresa a la inoculacién con distintos aislados de C.

miyabeang.

* Incidencia de ACR en distintos cultivares. Escala 1 - 8; 1 sin sintomas, 8 planta muerta.

Y Presencia (+) / ausencia (-) de sintomas de antracnosis en fruto cv. "Oso Grande". ND = sin

dato.

* [ndice de Severidad. Entre paréntesis porcentaje de plantas muertas.
¥ Media de los aislados.

* Media de los cultivares. Minima Diferencia Significativa NS

100




Se analiz6 la respuesta de cultivares de fresa a dos aislados de C. coccodes,
agente causal de antracnosis en tomate, observindose que algunos de los cultivares
presentaban respuesta susceptible a al menos uno de ellos, es decir estos hongos son
capaces de inducir no sélo sintomas en fruto en condiciones controladas, como
indicaban Maas y Howard (1985), sino también de provocar ACR en fresa (Tabla
13).

RESPUESTA DE CULTIVARES A LA ENFERMEDAD *
Ne 0SOG. | CHANDLER | CAMAROSA PAJARO SELVA MEDIA FRY
LML pEcvs ¥
363581 | 3,90@0) | 1,00 5,30 (60) 1,00 3,30 (20) 2,90 ND
363582 | 1,00 3,40 (20) 2,40 (20) 1,00 8,00 (100) | 3,16 +
MEDIAY | 2,45 2,20 3,85 1,00 5,65 3,03

TABLA 13.- Respuesta de cultivares de fresa a la inoculacién con distintos aislados de C.

coccodes.

* Incidencia de ACR en distintos cultivares. Escala 1 - 8; 1 sin sintomas, 8 planta muerta.

¥ Presencia (+) / ausencia (-) de sintomas de antracnosis en fruto cv. "Oso Grande". ND = sin
dato.

z Indice de Severidad. Entre paréntesis porcentaje de plantas muertas.

¥ Media de los aislados.

¥ Media de los cultivares. Minima Diferencia Significativa NS

En cuanto a la respuesta inducida mediante la inoculacién de los cultivares con
el hongo del género Colletotrichum aislado en la provincia de Huelva, indicar que
produce sintomas de antracnosis en frutos de fresa de los cultivares "Oso Grande”,
"Chandler" y "P4jaro". Los indices de severidad de ACR ocasionados por dicho
patégeno son: "Oso Grande" 7,33; "P4jaro” 6,95; "Camarosa” 6,55; "Chandler" 5,75
y "Selva" 3,9. Ocasiona una respuesta media de 6,10; valor que no difiere
significativamente del obtenido cuando se inoculan el 53,49% de los aislados tipo
"acutatum” (Tablas 9A y 9B), el 52,94% de los "fragariac” (Tabla 10) y el 62,50%
de los "gloeosporioides” (Tabla 11). S6lo el cultivar "Selva”, considerado por
Denoyés-Rothan y colaboradores (1996) como resistente, ofrece una respuesta de tipo
intermedio. Lo que se puede interpretar, comparando con el conjunto estudiado como

un aislado virulento.
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Como indican los datos no s6lo no existe un cultivar que sea resistente a todas
las razas de C. acuratum, C. fragariae y C. gloeosporioides (Howard et al., 1992),
sino que 1a respuesta de los cultivares a las distintas formas de cada una de las especies
no es homogénea. En conjunto el cultivar mis susceptible a todos los aislados del
género es "Camarosa”, siendo globalmente mis virulentos los aislados de la especie

C. gloeosporioides.

4.2.7.- Identificacién de los aislados mediante el uso de anticuerpos monoclonales

La Tabla 14 muestra la respuesta de cada uno de los aislados (Tabla 5, en

Materiales y métodos) a los anticuerpos monoclonales ensayados.

Todos los aislados considerados como pertenecientes al género Colletotrichum
dan respuesta positiva al anticuerpo especifico del género, aunque algunos de ellos
resulten debilmente patdgenos de fresa (Apartado 4.2.6). Dan respuesta positiva al
anticuerpo especifico de conidias de C. acutaturn aquellos que en origen se
identificaron como pertenecientes a dicha especie, asi como el aislado marcado como
CT-2, originario de la provincia de Huelva, depositado en la Coleccién Espafiola de
Cultivos Tipo (C.E.C.T.) como perteneciente a la especie Colletotrichum acutatum
con el nimero CECT 20240.

Dos aislados considerados como incluidos en la especie C. gloeosporioides
(ndimeros 1. M.1. 324988 y 345051), responden positivamente al anticuerpo MAFF 26,
especifico de C. acutatum. El primero de ellos forma ascas y resulta debilmente
patégeno; el segundo es también debilmente patégeno pero no forma ascas en las

condiciones ensayadas.
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ANTICUERPO MONOCLONAL

AISLADO * MAFF 26 MAFF 27
especifico de C. acutatum especifico de Colletotrichum spp.
C. gloeosporivides 324984 - +
C. gloeosporioides 324988 + +
C. acutatum 324993 + +
C. acutatum 324995 + +
C. acutatum 345026 + +
C. acutatum 345029 + +
C. gloeosporioides 345051 + +
C. miyabeana 345581 - +
C. fragariae 348152 - +
C. fragariae 348167 - +
C. fragarige 348172 - +
C. acutatum 348499 + +
C. acutatum 360086 + +
C. acutatum 364856 + +
C. acutatum 367467 + +
Fusarium spp. - -

CT-2 + +

TABLA 14 .- Respuesta de los aislados a anticuerpos monoclonales.

* Nameros tras el nombre especifico corresponde a la coleccién de cultivos del Instituto

Micolégico Internacional (I.M.I).
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4.3.- EPIDEMIOLOGIA

El desarrollo de ACR, momento de aparicién de sintomas e incidencia de la
enfermedad, estd intimamente ligado a las condiciones medioambientales que se
producen inmediatamente después de la inoculacion, de forma que con temperaturas
que rondan los 25°C y 100% HR durante 48 horas se produce un 98% de mortalidad
de plantas durante 1a primera semana tras la plantaci6n, lo que impide la observacion
de la influencia de las temperaturas o precipitaciones registradas en condiciones de

campo sobre la enfermedad.

Cuando las plantas se mantienen en cdmara frigorifica a baja temperatura
(2°C) se retarda la aparicién de los sintomas y disminuye la incidencia de la
enfermedad, que varié significativamente durante ¢l tercer afio (MDS (0,05) = 3,20)
respecto a los dos primeros, debido posiblemente a las diferentes condiciones

medioambientales (Figuras 10, 11y 12).

La pauta climatolégica de los periodos de estudio 1993-94 y 1994-95,
corresponden a un perfil de sequia. Durante €l primer afio se suceden 42 dias con
pluviometria apreciable (> 0,05 mm), un volumen total de 248,10 mm y una media
de 5,90 mm/dia. Desde Octubre de 1994 a Junio de 1995 el volumen total fue de
162,70 mm, la media de 5,10 mm/dia y sélo ocurrieron 32 dias de pluviometria
apreciable. En ambos casos las primeras precipitaciones se produjeron a primeros de
Noviembre. Las temperaturas méximas registradas durante los dias siguientes a la
plantacién oscilaron en torno a los 20°C durante el primer afio, siendo ligeramente
superiores el siguiente. Con estas condiciones la incidencia de ACR, durante el primer
mes de cultivo, no llegd en ninguno de los casos al 2% (Figuras 10 y 11).

Las condiciones climticas ocurridas durante el periodo Octubre 1995 - Junio
1996 son sustancialmente distintas sobre todo en lo referentc a pluviometria,
alcanzindose un total de 824,25 mm, 90 dias con precipitaciones apreciables y una
media de 9,70 mm/dia. Las primeras lluvias se registraron el 26 de Octubre,
inmediatamente después de la plantacién. Las temperaturas méximas durante esos dias
presentaron una media de 25°C, llegando a alcanzar en algin momento los 28°C. Esto
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provoca un aumento de la incidencia de ACR con respecto a los afios anteriores,
detectindose durante este primer mes un 14% de plantas muertas entre las plantas
inoculadas (Figura 12). Estos datos son coincidentes con 1os que aportan otros autores
que indican que temperaturas en torno a 24°C o superiores y alta humedad relativa
favorecen el desarrollo de la enfermedad (Brooks, 1935; Sturgess, 1954; Carver y
Hom, 1960; Howard, 1972; McGechan, 1977; Okayama, 1991; Henz et al., 1992).

Durante los dos primeros afios aparecen plantas muertas, en bajos porcentajes,
de forma mas o menos continuada en todo el periodo de estudio, siempre y cuando
vaya asociado a precipitaciones, seguidas de un ligero aumento de las temperaturas,

con maximas al menos de 20°C (Figuras 10y 11).

La figura 12 ilustra claramente que para el desarrollo de ACR es necesario,
no sélo alta humedad, sino también determinadas temperaturas; ya que no se detecta
muerie de plantas desde mediados de Diciembre hasta mediados de Mayo,
coincidiendo con los meses més frios (temperaturas inferiores a 20°C). Ocurre lo
mismo a la inversa, durante los Gltimos quince dias de Abril y primeros de Mayo
aumentan las temperaturas, pero la ausencia de lluvias impide la manifestacion de los

sintomas.

Las podredumbres de fruto comienzan a aparecer a mediados de Febrero,
coincidiendo con Huvias seguidas de aumento de las temperaturas (> 20°C). La
incidencia durante los dos primeros afios es significativamente menor (MDS (0,05) =
2,97) que en el tercero, debido a condiciones de humedad mds bajas (Figuras 10, 11
y 12).

En 1996, se observan niveles cercanos al 80% de frutos afectados en las
ultimas cosechas, coincidiendo con lluvias de menor importancia y con temperaturas
de 30°C y superiores. Se observaron ocasionalmente frutos verdes sintomdticos, de
forma coincidente con la aparicion de podredumbres en fruto maduro, exceptuando
esas tltimas cosechas. Segtin Wilson et al. (1990), la incidencia de podredumbres de
fruto maduros, a altas temperaturas, disminuye al aumentar las horas de alta

humedad, no observandose sintomas sobre fruto verdes.
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4.4.- DISEMINACION DEL PATOGENO

Howard y colaboradores (1992) indican que la diseminacién de las conidias
se produce por el agua y el viento, viéndose favorecida por aumentos de temperatura
y humedad. Como se observa en las figuras 10, 11 y 12 las mayores incidencias de
podredumbre de fruto y de corona se producen tras perfodos de lluvia y temperaturas
superiores a 20°C.

Durante el tercer afio de experiencia se puede observar como las primeras
podredumbres de fruto se presentan en las parcelas ocupadas por las plantas
inoculadas, detectindose en también en las no infectadas con unos 20 dias de
diferencia. Se aprecia como a finales de Marzo, la bajada de las temperaturas unida
a la ausencia de lluvias, provocé una importante disminucion en el porcentaje de frutos
afectados, mientras que el aumento de precipitaciones y de temperaturas desde
principios de Mayo provocaron un aumento de la incidencia de las podredumbres.
También se pudo observar como la incidencia es mayor en las plantas inoculadas que

en las control (Figura 13).

En cuanto a la distancia a la que pueden ser dispersada la enfermedad, indicar
que dentro de una misma parcela alcanza hasta los 50 m, disminuyendo la incidencia
de podredumbres de fruto conforme nos alejamos del punto de inicio de las
podredumbres. Este comportamiento coincide con lo indicado por Denoyés-Rothan y
colaboradores (1996). En ningtn caso se produjeron muertes de las plantas sanas
control, no recuperandose el patégeno de los tejidos internos de la corona durante los
dos primeros afios, cuando la incidencia de 1a enfermedad es baja. Durante el tercero
si se recuperé el patégeno de los tejidos de corona, pero en porcentajes
significativamente inferiores a los detectados en el testigo inoculado (Tabla 28), en
contra de lo que indican Howard y Albregts (1984 b).
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4.5.- CICLO DE LA ENFERMEDAD

4.5.1.- EXPRESION DE LOS SINTOMAS EN CAMPO

Durante los tres afios de cultivo se ha observado que el desarrollo de ACR en
campo esti intimamente ligado al estado sanitario previo de las plantas, de manera que
las no inoculadas no desarrollan la enfermedad (Carver y Horn, 1960; Mclnnes et al.,
1992), no existiendo contagio dentro de una misma parcela, incluso en el caso de alta
incidencia de muerte de plantas, como sucede en la campafia 1995-96 (Howard y
Albregts, 1984 b).

La tabla 15 muestra la incidencia de la enfermedad en plantas infectadas y
control no inoculadas, que comparten una misma parcela, durante los tres afios en que

se repitié la experiencia.

% PLANTAS MUERTAS % FRUTOS AFECTADOS PRODUCC](:P;
CONTROL | INOCULADA | CONTROL | INOCULADA | CONTROL | INOCULADA
1993-94 0 2,04 0,66* 1,26° 462,67 * 412,87°
1994-95 0 2,90° 0,24° i45° 499,65 * 420,50°
1995-96 0 19,83° 16,78"° 26,42 ° 292,19 204,39°
MEDIA 0 8,00 5,89 9,71 418,17 345,92

TABLA 15 .- Incidencia de la enfermedad durante los tres afios de experiencias.

No se produjeron muertes de plantas por ACR en las parcelas
correspondientes a los controles, y si en las plantas inoculadas; la diferencia entre los
dos primeros afios no es significativa (MDS (0,05) = 3,82), produciéndose un
incremento en el tercero que puede tener distintas causas, fundamentalmente
climatolégicas. Estos resultados indican que el desarrollo de ACR en los campos de
produccién de fruto estd intimamente relacionado con el hecho de que el stock de
plantas esté previamente contaminado, no existiendo posibilidad de contagio a las
plantas sanas (Carver y Horn, 1960 y Howard y Albregts, 1984 b).

En la figura 14, en la que se observa el desarrollo fenoldgico del cultivo
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relacionado con la incidencia de ACR, podemos detectar como las primeras muertes
de plantas se producen entre 10 y 15 dias después de la plantacion. En 1994 y 1995,
la incidencia de podredumbres de corona se reduce a cero desde €l momento que se
inicia la floraci6n hasta que fructificacién y comienzan a aparecer podredumbres en
frutos, lo que ocurre aproximadamente en el mes de Abril. Estos resultados

concuerdan con los obtenidos por Howard y colaboradores (1992).

De otra parte, tras la alta incidencia de ACR observada a principios de 1995,
se origina un retraso en la floracién y fructificacién de las plantas inoculadas con
respecto a las plantas control, mientras que el estolonamiento se produce

simultineamente.

Las plantas en fructificacién y floracién parecen mds resistentes que aquellas
que estolonan o inician su actividad vegetativa, como se observa por €l aumento de
mortalidad en esos momentos, sobre todo en el dltimo afio de experiencia. Howard y
colaboradores (1992), llegan a la conclusién de que las plantas de fresa son més

resistentes cuando producen frutos que cuando estn estolonando.

Los autores anteriormente citados sugieren que existe relacion entre fuertes
ataques a frutos y el desarrollo de ACR, con la consecuente muerte de plantas al final
de la campafia, pero a la vista de los datos presentados (Tabla 15); el hecho de que no
se produzca mortandad en las plantas no inoculadas, en ningiin momento del ciclo de
vida de las mismas, parece sugerir que dicha relacién no es cierta, lo cual aparece
reforzado por el hecho de que en los aislamientos de tejidos realizados a dichas plantas

al final de cada campafia durante los dos primeros afios no se detectd el patogeno.

En cuanto a la incidencia de podredumbres de fruto maduro, indicar que
durante los dos primeros afios el porcentaje de frutos afectados es ligeramente inferior
en las plantas control, no siendo la diferencia estadisticamente significativa (MDS
(0,05) = 4,74) (Tabla 15). Los porcentajes aumentan durante el tercer afio, llegando
en ¢l caso de las plantas infectadas a afectar a mds de una cuarta parte de la

produccion; siendo significativamente menor en ¢l caso de las plantas control.

Los altos niveles de ACR y podredumbres de fruto sucedidos en 1995,
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provocan una disminucién significativa (MDS (0,05) = 87,29) de las producciones
con respecto a los afios anteriores tanto en las plantas control como en las inoculadas.
Sélo durante este Gitimo afio s¢ observé correlacién entre 1a mortalidad de plantas y
la produccién de frutos (CC (0,01) = 0,513), asi como de este tiltimo parametro y el
porcentaje de frutos maduros afectados (CC (0,001) = 0,6405). Esta correlacion se
observé también en la campafia 94 - 95, aprecidndose un CC (0,01) igual a 0,495.

Sélo se apreciaron sintomas en hojas, flores y frutos verdes durante el tercer
afio de experiencia (Figura 14), con una baja incidencia que no es cuantificable. Segin
Howard (1992), Ia mancha negra de 1a hoja sélo se detecta en viveros, mientras que
las manchas irregulares comienzan a originarse inmediatamente después del trasplante.
Los sintomas observados sobre hojas no coinciden con esta descripeion (ver Figura 8).
En las condiciones de estudio las manchas en hojas y la marchitez de las flores se
detectaron a partir de la segunda floracién y una vez que se han producido

podredumbres de frutos, comenzando primero sobre los verdes.

4.5.2.- FUENTES DE INOCULO

4.5.2.1.- Supervivencia en suelo

4.5.2.1.A.- Estudios en campo.

En las muestras de suelo tomadas al inicio y al final de cada campafia no se
detect6 el patogeno. Lo mismo sucede en las extraidas mensualmente, en zonas libres
de plantas, durante cada uno de los afios en que se repiti6 1a experiencia. Esto ocurre
a pesar de la repeticion del cultivo y del incremento de la incidencia de la enfermedad.
Horn y Carver (1963) observaron este hecho, aumento de la incidencia con la
repeticién del cultivo, ¢ indicaron la posibilidad de que el agente causal se mantuviera
como habitante de suelo. Con posterioridad sefialan que plantas sanas en suelos que
previamente habian alojado plantas infectadas con C. fragariae, no desarrollan la
enfermedad, por lo que concluyen que no se trata de un patégeno de suelo (Horn y
Carver, 1968). Los resultados obtenidos apoyan esta tltima hipétesis; sin embargo,

otros autores indican que es posible la supervivencia en suelo de especies de
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Colletotrichum que afectan a otros cultivos (Blakeman y Hornby, 1966; Farley, 1976;
Nair et al., 1983). Eastburn y Gubler (1990), aislan C. acutatum con capacidad
patogénica de suelos de campos de fresa infectados, sugiriendo que estos propagulos
pueden ser fuente de indculo, al menos en viveros. Esto sucede en la zona de
California, sin embargo en Florida, con un clima mis céilido y himedo no ocurre
(Howard et al., 1992).

En cuanto a las muestras obtenidas de la rizosfera de las plantas muertas a lo
largo de los tres afios de experiencia, hay que indicar que s6lo se detecta el patégeno
en aquellas cuyas plantas han sufrido ACR, nunca en las de control no inoculadas. La
tabla 16, recoge los resultados expresados como porcentaje de muestras de suelo del
entorno radicular en las que se detecta el patégeno (sobre el total de plantas muertas
por ACR) y niimero medio de propdgulos por gramo de suelo (NPP/g) en dichas

muestras.

No existen diferencias significativas (MDS (0,05) = 40,97) entre el nimero
de muestras de las que se aisla el patdgeno durante los tres afios de cultivo;
aprecidndose un incremento del NPP durante el segundo y tercer afio de cultivo, siendo
los valores de este Gltimo significativamente diferentes respecto al primero (MDS
(0,05) = 704,19).

% MUESTRAS NPP/
1993-94 12,5 199,50 *
1994-95 50,00 808,00 **
1995-96 36,85 1024,50 °

TABLA 16.- Resultados de los aislamientos de muestras de suelo procedente de la rizosfera de
plantas muertas.

En los aislamientos realizados de la rizosfera, al final de cada uno de los afios
en que se repiti6 la experiencia, sélo sc aislé el hongo de muestras procedentes de
plantas inoculadas asintométicas, de cuyos tejidos se recupera el patégeno, y no de las
control. La tabla 17 recoge el porcentaje de muestras de las que se aisla el patdgeno
asi como ¢l nimero medio de propagulos por gramo de suelo (NPP/g).
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% MUESTRAS l NPP/g

1993-94 67,50 1360,58 *
1994-95 35,42 ° 880,14 *°
1995-96 17,50* 443,33 °

TABLA 17.- Resultados de los aislamientos de muestras de suelo procedente de la rizosfera de
plantas recogidas al final de cada campafa.

Se puede observar que el mimero de muestras del que se aisla el patégeno es
significativamente mas alto el primer afio (MDS (0,05) = 18,24), siendo también
superior €l NPP/g (MDS (0,05) = 747,27).

Estos datos indican que el patégeno sélo estd presente en la rizosfera de
plantas que han sufrido ACR o bien de aquellas asintomdticas de cuyos tejidos se
recupera el patdgeno. Eastburn y Gubler (1990) ya indicaron la probabilidad de la
supervivencia de C. acutatum sobre restos de plantas de fresa infectadas.

4.5.2.1.B.- Experiencias en ambiente controlado

En los ensayos llevados a cabo en macetas con suelos artificialmente
inoculados no se observa, durante el periodo de estudio, aparicién de sintomas de
antracnosis en ninguno de los sustratos utilizados; no detectdndose posteriormente el
patégeno en los tejidos de las plantas, lo que indica que los propagulos no actian como
fuente de inéculo, contrariamente a lo indicado por Eastburn y Gubler (1990). En el
testigo no inoculado no se desarrolla la enfermedad y en las plantas testigo inoculadas
y sembradas en suelo estéril se detecta un 100% de muerte por ACR.

En la tabla 18 se observa el nimero de propagulos detectados por gramo de
suelo, media de dos repeticiones, antes y al final de la experiencia. El NPP/g
disminuye en los suelos inoculados tras 30 dias de cultivo; mientras que en las
muestras provenientes de suelos estériles, que contuvieron plantas enfermas, se detecta
el patdgeno con un nimero de propigulos por gramo de suelo significativamente

diferente y superior a los anteriores (MDS (0,05) = 435,06).
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NPP/g

INICIODE LA FINALDE LA
EXPERIENCIA EXPERIENCIA
SUBSTRATO TURBA 214.700 876,92 °
SUBSTRATO ARENA 237.700 1005,78
CONTROL PLANTAS TEST. 0 0°
CONTROL PLANTAS INOC. 0 1829,71 ¢

TABLA 18.- Variacién en NPP/g de suelo en experiencias en macetas.

Se ha estudiado el tiempo de permanencia del patégeno en suelo franco -
arenoso inoculado y libre de restos vegetales, en condiciones de luz continua y
oscuridad. En este wltimo caso no se recupera el patégeno de ninguna de Ias muestras
de suelo tomadas con periodicidad quincenal.

Cuando la muestra se mantiene en condiciones de luz continua el NPP/g de
suelo disminuye de forma continuada como se observa en la figura 15 (resultados
media de dos repeticiones). Se reduce al 50% en menos de 6 semanas y al 100% en
25. Estos datos son similares a los obtenidos por Nair y colaboradores (1983) y Farley
(1976), que estudiaron la supervivencia en suelo de las conidias de C. acutatum f. sp.

pinea 'y C. coccodes, respectivamente.
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Figura 15.- Variacién del NPP/g de suelo, en condiciones de luz continua.
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4.5.2.2.- Supervivencia del in6culo en plantas de fresa

A principios de Octubre de 1992 se observaron sintomas de ACR en una
plantera situada en la localidad de Palos de la Frontera (Huelva). Se trataba de plantas
del cultivar "Chandler”, a las que se realizaron aislamientos de tejido detectdndose en
el 60% de las mismas un hongo de caracteristicas similares al denominado CECT
20240. No se obtuvo ningin aislado del género Colletotrichum de las muestras de
suelo que provenian de dicha parcela, que habia sido tratada con bromuro de metilo
antes de iniciarse el cultivo. En un mes se produjo la muerte de las plantas restantes.
Desde ese momento se siguieron recibiendo muestras de plantas procedentes de
planteras locales y de viveros de altura a las que se realizaron aislamientos de tejidos

con los resultados que se muestran en las tablas 19 A y 19 B.

LOCALIDAD * l CULTIVAR RESULTADOS ®

Moguer 1 Chandler 50%
| Moguer 2 Chandler 75%
Palos 1 Chandler 60%
Palos 2 Chandler -
Palos 3 Chandler -

TABLA 19 A.- Resultados de las prospecciones en planteras locales (1992).

LOCALIDAD * I CULTIVAR RESULTADOS®
Avila 1 Chandler 50%
Avila 2 Chandler 20%
Avila 3 Chandler 33%
Oso Grande 25%
Avila 4 Oso Grande -
Tudla -
Avila5a 8 Chandler -

TABLA 19 B.- Resultados de las prospecciones en viveros de altura (1992).

* Distinto nimero sefiala diferente plantera o vivero de procedencia en una misma localidad.
*_ indica ausencia del patogeno en los tejidos. +(%) indica porcentaje de plantas de las que se
afsla el patégeno sobre el total muestreado.
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Durante este primer afio se detectaron plantas afectadas en el 69% de los
campos, suponiendo un 38% de los viveros y un 60% de las planteras. Durante el
primer mes, tras la plantacién, se observé en parcelas donde se habian utilizado plantas
procedentes de partidas infectadas, muerte de las mismas en porcentajes sobre el total
que oscilaron entre un 12,5 y un 70% ; mientras que en parcelas que utilizaron partidas
de plantas donde no se detecté el patdgeno, no se presentaron sintomas. Durante este

afio fue mayoritaria la siembra del cultivar "Chandler” (77% de las muestras).

En Septiembre de 1993 se iniciaron las prospecciones de material vegetal
destinado a campos de produccién para la campafia 93 - 94 (Tablas 20 A y B). Se
recibieron muestras de 14 planteras locales, en donde la plantaci6n de la plantas madre
se habia realizado en Mayo de dicho afio; asi como 9 de viveros de altura. Las plantas
madre procedian de viveros de California (EEUU) y, concretamente, en el caso de las
planteras el 80% del material vegetal procedia de los viveros "Lassen”. De dos
muestras de dicha procedencia se ha aislado el patégeno (Lucena del Puerto 1y

LOCALIDAD ® ] CULTIVAR AISLAMIENTO AISLAMIENTO

TEJIDOS ® RIZOSFERA ¢
Lucena del Puerto 1 Oso Grande - +
Lucena del Puerto 2 Oso Grande - -
Lucena del Puerto 3 Oso Grande - -
Lucena del Puerto 4 Oso Grande - -
Moguer 1 Oso Grande - -
| Moguer 2 Oso Grande - -
| Moguer 3 Oso Grande - -
| Moguer 4 Oso Grande - -
| Moguer 5 Oso Grande - -
Moguer 6 Chandler - -
Moguer 7 Oso Grande - -
| Moguer 8 Oso Grande - -
Moguer 9 Oso Grande 30% +
Moguer 10 Chandler 60% +

TABLA 20 A.- Resultados de las prospecciones preplantacion en planteras (1993).
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’ LOCALIDAD* i CULTIVAR AISLAMIENTO AISLAMIENTO
TEJIDOS * RIZOSFERA °©
Avila 1 Oso Grande - -
Avila 2 Oso Grande - -
Avila 3 Oso Grande - -
Avila 4 Oso Grande 17% -
Avila § Oso Grande - -
Chandler - -
Valladolid | Chandler - -
Valladolid 2 Oso Grande - -
Valladolid 3 Oso Grande - -
ﬁovia Oso Grande - -

TABLA 20 B.- Resultados de las prospecciones preplantacion en viveros (1993).

* Distinto mimero sefiala diferente plantera o vivero de procedencia en una misma localidad.
® - indica ausencia del patégeno en los tejidos. (%) indica porcentaje de plantas de las que se
aisla el patégeno sobre el total muestreado.

¢ +/- indica presencia/ausencia del patdgeno en la rizosfera de las plantas.

Moguer 9). No se conoce el origen primario de las plantas de viveros de altura. En
estas prospecciones se detecta el patégeno en el 21% de las muestras de plantera y en
el 11% de las de vivero de altura. Se observa la tendencia a la sustitucién del cultivar
"Chandler" por "Oso Grande", que constituye el 87% del total muestreado.

Durante la campafia de produccién de fruto (Octubre - Mayo) se realizé el
seguimiento de algunas de las partidas de plantas de estado sanitario conocido, para
lo cual se prospectaron fincas en distintas zonas de la provincia de Huelva. Los

resultados se muestran en la tabla 21.

Plantas procedentes de un mismo vivero de Segovia, que en los muestreos
previos estaban libres de patdgeno, se mantuvieron sanas en el caso del cultivar "Oso
Grande"; mientras que plantas "Chandler”, de estado sanitario previo desconocido,
presentan alta incidencia de ACR; indicar que las muestras de suelo tomadas en esta

ultima parcela resultaron libres del patdgeno.

Las plantas procedentes de los viveros marcados como Valladolid 2 y Avila

1 se mantienen sanas, incluso en zonas cercanas a otras de alta incidencia de ACR,

120



como e¢s el caso de la primera citada situada en la zona de Moguer.

LOCALIDAD * PROCEDENCIA® CULTIVAR AISLAMIENTO AISLAMIENTO
TEJIDOS © RIZOSFERA °

Moguer Segovia Chandler 53,13% -
El Rocio Segovia Oso Grande - -
Moguer Avila 4 0so Grande 19,27% -
Moguer Valladolid 2 Oso Grande - -
Bollullos del n Oso Grande - -
Condado

Palos de la Avila 1 Oso Grande - -
Frontera

TABLA 21.- Resultados de las prospecciones realizadas en fincas productoras de frutos de fresa
en la provincia de Huelva (Octubre 1993 - Mayo 1994).

* situacion de la finca prospectada.

® yivero de origen.

¢ - indica ausencia del patégeno en los tejidos. (%) indica porcentaje de plantas muertas sobre
el total muestreado.

¢ +/- indica presencia/ausencia del patégeno en la rizosfera de las plantas.

En el mes de Marzo (1994) se detecté ACR en una finca de 1a zona de Moguer
en la que se habian utilizado para la plantacién fresas "Oso Grande” de procedencia
Avila 4, en cuyas muestras, antes de Ia plantacion, se detectd el patdgeno, siendo el
porcentaje de plantas muertas del 19,27%, similar al de plantas de las que se¢ habia
aislado el patégeno en los muestreos previos a la plantacion (17%). Se observa una
menor incidencia de ACR en plantas del cultivar "Oso Grande", cuya introduccion se

inicié durante este afio

En Septiembre de 1994 se continuaron las prospecciones, en preplantacion,
en las mismas planteras y viveros que el afio anterior. La tabla 22 A muestra los
resultados obtenidos con €l material vegetal procedente de las planteras locales. Si se
comparan estos datos con los registrados en las mismas parcelas en 1993 (Tabla 20 A),
se puede observar como se aisla el patégeno en plantas procedentes de fincas en las
que anteriormente no se habia detectado (Moguer 1, 3, 5 y 7); mientras que en €l caso
de Lucena del Puerto 1 y Moguer 10, en cuyas muestras se aislé €l patdgeno en 1993,

durante este afio y en nuevas plantas no se observa. Solamente en la finca mimero 9
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de Moguer se repiten los resultados positivos, aunque con porcentajes inferiores.

Durante el primer mes, tras la plantacién, se detecta en una parcela de
Moguer, en la que se habia utilizado material vegetal procedente de Moguer 6, muerte
de plantas por ACR, afectando al 37% del total. En Febrero se detectan los sintomas
en varias localizaciones en las que se habian utilizado plantas que provenian de
Moguer 1, resultando en un 80% de incidencia entre las plantas muestreadas. En
cuanto a las plantas sanas procedentes de Lucena del Puerto 3 y 4, asi como Moguer

2 y 8, no se detectaron sintomas en campos de producci6n.

Se observé una menor incidencia entre las muestras procedentes de viveros de
altura, en las que s6lo se detecto el patégeno en el 25% de las fincas, mientras que en
las planteras el porcentaje se elevo al 53,84% (Tablas 22 A y B).

Se constata la aparicién de nuevos cultivares como "Camarosa” y "Tudla". No

pudiéndose realizar el seguimiento de las plantas procedentes de viveros de altura.

LOCALIDAD * l CULTIVAR AISLAMIENTO AISLAMIENTO
TEJIDOS" RIZOSFERA®
Lucena del Puerto 1 Oso Grande - -
Lucena del Puerto 3 Oso Grande - -
Lucena del Puerto 4 Oso Grande - -
Moguer 1 Oso Grande 5,74% +
| Moguer 2 Oso Grande - -
| _Moguer 3 Oso Grande 41,76% +
| Moguer 5 Oso Grande 5,74% -
| Moguer 6 Oso Grande 23,60% +
Moguer 7 Oso Grande 5,74% -
Moguer 8§ Oso Grande - -
Moguer 9 Oso Grande 25,60% +
Moguer 10 Oso Grande - -
Bollullos del Condado 1 Oso Grande 11,00% -

TABLA 22 A.- Resultados de las prospecciones realizadas en planteras locales (1994).
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LOCALIDAD *

CULTIVAR

AISLAMIENTO
TEJIDOS”

AISLAMIENTO
RIZOSFERA ¢

Avila 1 Oso Grande - -
Avila 2 Oso Grande 7.70% -
Camarosa - -

Chandler - -

Valladolid 1 Oso Grande - -
Valladolid 2 Oso Grande - -
’_&govia 2 Oso Grande - -
Navarra Tudla 5,74% -
Avila 9 Oso Grande - -

TABLA 22 B.- Resultados de las prospecciones realizadas en viveros de altura (1994).

* Distinto n® indica diferente plantera o vivero de procedencia en una misma localidad.

® - indica ausencia del patégeno en los tejidos. (%) indica porcentaje de plantas de las que se
aisla el pat6geno sobre el total muestreado.

¢ +/- indica presencia/ausencia del patégeno en la rizosfera de las plantas.

En Septiembre de 1995 se muestrearon 13 planteras y 6 viveros de altura, que
coincidian con los anteriormente prospectados. Los resultados se exponen en las tablas
23 A 'y B. Se observé que las condiciones sanitarias de las plantas eran buenas en todas
las fincas prospectadas, incluso en aquellas que durante afios anteriores habian
presentado incidencia de ACR (Moguer 1, 3, 6, 7, 9 y Bollullos del Condado 1). Las
plantas madres procedian de viveros Norcal (California, EEUU). Durante la campafa
no se detectd la enfermedad en los campos de produccién que plantaron este material,
pero si en otros de la zona de Bonares donde se utiliz6 el cultivar "Chandler”,

registrandose una incidencia del 70%.

En cuanto a los viveros (Tabla 23 B), sélo se detectd el patdgeno en una de las

muestras, procedente de uno en el que no se habia observado con anterioridad.

En las distintas prospecciones realizadas afio tras afio se ha observado como
independientemente de la localizacion y de la incidencia registrada, se detecta o no la
enfermedad con nuevas partidas de material vegetal, segin si este estd o no infectado
ello podria indicar que el hecho de que la enfermedad se desarrolle o no depende del
estado del material de origen, tal y como indican en sus trabajos Carver y Horn (1968)
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y Mclnnes y colaboradores (1990).

LOCALIDAD * l

CULTIVAR

AISLAMIENTO

AISLAMIENTO

TEJIDOS ® RIZOSFERA ©
Lucena del Puerto 1 Oso Grande - -
Lucena del Puerto 3 Oso Grande - -
Lucena del Puerto 4 Oso Grande - -
| Moguer 1 Oso Grande - -
| Moguer 2 Oso Grande - -
| Moguer 3 Oso Grande - -
| Moguer 6 Oso Grande - -
| Moguer 7 Oso Grande - -
| Moguer 8 Oso Grande - -
| _Moguer 9 Oso Grande - -
|_Moguer 10 Oso Grande - -
Bollullos del Condado 1 Oso Grande - -
Bonares Oso Grande - -

TABLA 23 A.- Resultados de las prospecciones realizadas en planteras locales (1995).

LOCALIDAD * l AISLAMIENTO AISLAMIENTO
TEJIDOS * RIZOSFERA ©

Avila 1 Oso Grande 5,74% -
Avila 2 Oso Grande - -
Avila 3 Oso Grande - -
Valladolid 1 Oso Grande - -
Valladolid 2 Oso Grande - -
Segovia 1 Oso Grande - -

Camarosa - -

TABLA 23 B.- Resultados de las prospecciones realizadas en viveros de altura (1995).

* Distinto n® indica diferente plantera o vivero de procedencia en una misma localidad.
* - indica ausencia del patbgeno en los tejidos. (%) indica porcentaje de plantas de las que se

aisla el patdgeno sobre el total muestreado.
¢ +/- indica presencia/ausencia del patégeno en la rizosfera de las plantas.

Al realizar cortes longitudinales para la realizacion de los aislamientos de
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tejidos, se observé que el patdgeno se aislaba no sélo de coronas necréticas sino
también de tejidos que no mostraban ningin tipo de coloracién. En la figura 16 se
muestran los resultados obtenidos expresados como porcentajes sobre el total de
plantas muestreadas, en dos tiempos: pre-plantacién y cosecha. Antes de la plantacion
s mayoritaria la ausencia de sintomas (61,29% ), mientras que en cosccha la mayoria
de las plantas afectadas presentan necrosis (62,07%). Se encuentran tres puntos de
inicio de necrosis: yema, punto de insercién del estolén y lateralmente. Los mayores
porcentajes corresponden a penetracién por el estolén, lo que podria indicar que la
fuente de in6culo es la planta madre, o bien que se ha producido la contaminacion por

las manipulaciones de las plantas para su trasplante a campos de producci6n.

Basintomaticas
Bneerosis estolon
B necrosis yema

Nnecrosis zona media

PRE-PLANTACION COSECHA

Figura 16.- En corte longitudinal, estado de las coronas de las que se aisla el patégeno.

4.5.2.3.- Huéspedes intermediarios

Las prospecciones encaminadas a la deteccion de hongos del género
Colletotrichum sobre plantas adventicias, jaras y restos de pinos resultaron negativas
durante los afios en que se llevaron a cabo. En la zona de Lepe (Huelva), en una finca
que anteriormente habia estado dedicada al cultivo de fresa, se detectaron en ramas de
eucalipto joven manchas circulares de color rojizo de las que se aisié un hongo del

género Colletotrichum, de caracteristicas morfoldgicas y culturales similares a las del
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denominado CECT 20240. Su patogenicidad sobre fresa no pudo ser probada, no

volviéndose a detectar en ningin otro momento.

El hongo aislado de hoja de arindano fue identificado mediante analisis
serolégico como C. acutatum. Su temperatura Optima de crecimiento es de 24°C.
Sobre PDA-Y la colonia es de color rosado, alcanzando a los siete dias de cultivo en
luz continua a 25°C un didmetro miximo de 43 mm y no observandose formacion del
estado ascal en las condiciones marcadas en el apartado 3.2.3.. Sus caracteristicas son
similares a las del aisiado CECT 20240.

Al ser inoculado a frutos y plantas de fresa (cultivar "Oso Grande™) origind

sintomas de antracnosis, reaislandose el patdgeno en todos los casos.

Actualmente el cultivo de arindano se introduce en la provincia de Huelva
como complementario al de la fresa; parece ser que sus frutos se ven afectados por C.
gloeosporioides y por C. acutatum (Milholland, 1995). En inoculaciones artificiales

realizadas sobre hojas de ardndano no se reprodujeron los sintomas.

4.6.- MEDIDAS DE CONTROL

4.6.1.- CONTROL QUIMICO

4.6.1.1.- Fungotoxicidad "in vitro"

Los resultados obtenidos con las materias activas ensayadas "in vitro" se
muesiran en la tabla 24. Entre todos los fungicidas testados propiconazol fue el mas
efectivo, mostrando una fuerte inhibicién tanto del desarrollo miceliar como de
conidias con DEs, de 0,5 e inferior a 0,5 ppm respectivamente; siendo la CMI en
ambos casos de 5 ppm. Freeman y colaboradores (1997) indicaron que la dosis
efectiva que origina la inhibicién al 50% del crecimiento miceliar para este fungicida,
cuando se ensaya frente a C. acutatum es de 0,2 ppm, dato similar al obtenido en este
trabajo. Smith y Black (1991), en su estudio de control de ACR, producida por C.

fragariae, en invernadero, observaron que las plantas tratadas con propiconazol
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presentan el menor indice de enfermedad. Este producto ha dado buenos resultados en
el control de antracnosis en post-cosecha en algunos cultivos tropicales (Jeffries et al.,
1990).

Bitertanol, hexaconazol, imazalil y "terlai” fueron efectivos, siendo la CMI
para el crecimiento miceliar de 50 ppm en el caso del primero de ellos y de 20 ppm
para el resto; e incluso inferior (entre 5 y 20 ppm) para la formacion de colonias. La
DE,, para el crecimiento miceliar fue de 1, 2, 1 y S ppm respectivamente para cada
uno de ellos; mientras que fue ligeramente superior en el caso de inhibicion de las
conidias, exceptuando para el Gltimo de ellos con una dosis efectiva de 1 ppm. Estas
materias activas junto con propiconazol, carbendazima y tiabendazol fueron las
escogidas para realizar los ensayos de invernadero y campo. Carbendazima inhibe al
50% el crecimiento miceliar a dosis de 2 ppm, mientras que son necesarias méis de 500
ppm para la inhibicién de la formacién de colonias. Similar es el caso del tiabendazol,
que presenta DE,, para crecimiento miceliar de 1 ppm, siendo de 200 ppm para la
formaci6n de conidias. Estos dos fungicidas se incluyeron por estar autorizados para

su uso en fresa y ser ambos de amplio espectro (Anénimo, 1996).

Benomilo presenté baja DEs, frente al crecimiento miceliar, siendo muy
elevadas las dosis fungotdxicas en el resto de los casos; estos datos son similares a los
obtenidos por otros autores (Delp y Milholland, 1980 a y Gullino et al., 1985). Smith
y Black (1991), indicaron la existencia de razas de C. fragariae benomilo - resistentes.

Metil-tolclofos, iprodiona y vinclozolina se comportan de manera similar.
Los dos tltimos, segin Gullino y colaboradores (1985), no tuvieron accién fungicida
frente a C. gloeosporioides; mientras que €l primero si presenté buena actividad,

aunque con una CMI mayor de 100 ppm frente a este patdgeno.

Captan, clortalonil, diclofluanida y metalaxil+mancozeb resultaron
inefectivos. Los dos primeros fueron ensayados por Delp y Milholland (1980 a) frente
a C. fragariae, resultando con actividad fungistitica a dosis baja pero con poca
actividad fungicida. Diclofluanida, segin Gullino y colaboradores (1985), presenta
buena actividad contra C. gloeosporioides, aunque la CMI frente al crecimiento

miceliar de ese hongo es superior a 100 ppm, siendo en este ensayo, frente a C.
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acutatum superior a 500 ppm. Dicloran y Quintoceno presentaron valores similares

y variables, no habiendo sido estudiados por otros autores.

l DE, (ppm) l

FUNGICIDAS Formacion Crecimiento Formacién
colonias miceliar colonias
Benomilo > 10 > 500 > 500 > 500
Bitertanol 1 > 1 50 3
Captan 200 > 100 > 500 200
Carbendazima 2 > 500 > 500 > 500
Clortalonil >50 > 500 > 500 > 1000
Diclofluanida 50 > 500 > 500 > 1000
Dicloran 10 > 30 > 100 50
Hexaconazol 2 > 5 20 10
Imazalil 1 > 15 20 20
Iprodiona 10 100 > 500 > 500
Quintoceno 20 > 30 > 500 50
Metalaxil +Mancozeb 500 20 > 1000 200
Meiil-tolclofos 5 > 500 > 200 > 500
Propiconazol 0.5 <05 5 5
TERLAI 5 1 20 10
Tiabendazol 1 200 > 500 500
Vinclozolina 10 > 500 > 500 > 1000

TABLA 24.- Efectividad de diferentes fungicidas frente a la formacién de colonias y al
crecimiento miceliar de Colletotrichum acutatum (CECT 20240).

DE;, = Dosis efectiva al 50%. CMI = Concentracién minima inhibitoria.

4.6.1.2.- Ensayos de control guimico en ambiente controlado

Los test sanitarios realizados a las plantas utilizadas tanto en este ensayo en

invernadero como en campo, indicaron la ausencia del patégeno de forma previa a las

inoculaciones artificiales.
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Se ensayaron tres cultivares de fresa: "Oso Grande”, "P4jaro” y "Chandler”,
encontrindose que hubo diferencias significativas en la incidencia de la enfermedad
entre ellos y frente a cuatro de las moléculas fungicidas utilizadas, no existiendo
diferencias en los porcentajes de plantas muertas en los testigos no tratados (Figura
17). Es el cultivar "Oso Grande" ¢l que presenta un comportamiento diferencial con

respecto al menos a otro de los cultivares en todos los casos.

La eficacia de hexaconazol aumenta al incrementarse €l tiempo de exposicion,
la recta media de regresion sefiala mayor control al aumentar la dosis. En el caso de
tiabendazol cualquicra de las dosis o tiempos empleados produce una disminucién del
porcentaje de plantas muertas con respecto al testigo de entre 83 y 67%, excepto en
el caso de "Oso Grande” (de 0% a DB 15' al 43% a DA 15' o 30"). Imazalil provoca
respuesta variable llegando a valores entre 90 - 100% de inhibicién cuando se aplican
a tiempo de 15 minutos sobre el cultivar "Pijaro”; si se observan los valores medios
se aprecia que produce una disminucién de la incidencia de 1a enfermedad cercana al
40% a todas las dosis y tiempos. Con bitertanol los mejores resultados se obtienen
aDB 30'.

En cuanto a la eficacia media de los distintos tratamientos la tabla 25, recoge
los resultados obtenidos con aquellos que no producen efectos significativamente
diferentes segtn los cultivares. Se observa que "terlai” a dosis bajas produce una
disminucion en el porcentaje de muerte de plantas con respecto al testigo inoculado
cercana al 90% . Propiconazol a DA 30 sélo reduce la incidencia en un 21%, de otra
parte carbendazima disminuye su eficacia al aumentar el tiempo de inmersion. En
relacién al propiconazol un efecto fitot6xico, observandose un crecimiento anormal
de las plantas tratadas, caracterizado por un menor desarrollo y hojas de color verde
oscuro, este comportamiento también lo describen otros autores. Segin Smith y Black
(1991), propiconazol disminuye significativamente los indices de antracnosis en su
fase de podredumbre de corona, cuando estd originada por C. fragariae. Freeman y
colaboradores (1997), determinan que cuando el agente causal es C. acutatum mueren
€l 50% de las plantas tratadas con dicho producto (2,5 g/l), produciéndose un efecto

fitotoxico no descrito.
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Figura 17.- Comportamiento diferencial de la incidencia de ACR entre cultivares
frente a fungicidas en invernadero.
(Cada punto indica porcentaje medio de muerte de plantas, n = 30)
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CULTIVAR

]

FUNGICIDA g RATAMIENTO [JOSO GRANDE® | CHANDLER®
ppaconazo | peis |0 1w | e | s

DB 15’ 40 40 30 36,7

PROPICONAZOL DB 30* 40 30 10 26,7

DA 15' 50 10 40 33,3

DA 30’ 60 30 50,0

TIABENDAZOL DA 15' 40 2 20 26,7

DA 30' 40 20 20 26,7

DB 15' 50 10 50 36,7

IMAZALIL DB 30" 60 30 20 36,7
DA 30" 20 40 60 40 :
.~

DB 15' 20 0 10 10,0

TERLAI DB 30' 0 10 10 6,7

DA 15' 50 30 30 36,7

; DA 30' 30 40 30 33,3
s |

DB 15' 30 10 30 23,3

BITERTANOL DB 30' 10 10 0 6,7

DA 30’ 30 10 30 233

DB i5' 20 20 0 13,3

DB 30' 30 30 10 23,3

CARBENDAZIMA DA 15' 30 20 10 20

DA 30’ 40 10 26,7

TESTIGO INOCULADO 70 60 60 63,3
TESTIGO NO INOCULADO 0 0 0 0 “

TABLA 25.- Porcentajes medios de plantas muertas 30 dias después del tratamiento con
fungicidas, en condiciones de invernadero.

* MDS (0,05) = 38,22; ® MDS (0,05) = 31,59; < MDS (0,05) = 34,59
4 media entre columnas; MDS (0,05) = 12,04.
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4.6.1.3.- Estudio de la eficacia de los fungicidas en condiciones de campo

El porcentaje de plantas muertas durante el primer mes tras la plantacién y
previo a los tratamientos por pulverizacién, es minimo durante los dos primeros afios.
En el periodo Octubre - Noviembre de 1993 mueren €l 24,32% del total de plantas por
ACR. Al afio siguiente el porcentaje fue menor, 4,82%, correspondiendo la mitad al
testigo inoculado, y repartiéndose el resto por igual entre los tratamientos con
hexaconazol y propiconazel. El niimero de plantas muertas durante el primer mes en
la campatfia 1995 - 96 supuso un 76,15% del total (Tabla 26).

No existen diferencias significativas entre los dos primeros afios por
tratamiento pero si de estos con el ditimo, excepto en €l caso del tratamiento con
bitertanol y en el testigo no inoculado. Esta diferencia se debe, probablemente, a las
condiciones medioambientales producidas en Octubre de 1995, favorables al desarrollo
de la enfermedad (Apartado 4.3).

Brooks (1935) indicaba que las aplicaciones de fungicidas no eran efectivas en
periodos de lluvias para controlar el progreso de ACR originado por C. fragariae,
mientras que en caso de menor humedad ambiental algunos fungicidas eran
relativamente eficaces. Asi se observa como después del trasplante y durante los dos
primeros afios algunos de los fungicidas utilizados, imazalil, "terlai", carbendazima
y bitertanol, asi como el tratamiento con hipoclorito s6dico, reducen
significativamente el porcentaje de muerte de plantas con respecto al testigo inoculado.
Durante el tercer afio, se observé un aumento del porcentaje de plantas muertas;
ninguno de los tratamientos aplicados reduce significativamente la incidencia de la
enfermedad con respecto al testigo inoculado, aunque algunos de ellos tampoco
presentan diferencias con respecto al testigo no inoculado, no tratado. Los tratamientos
que produjeron mejores resultados son bitertanol, tiabendazol, carbendazima y
"terlai"; reduciendo el porcentaje de mortalidad con respecto al testigo inoculado no
tratado en los siguientes porcentajes: 83, 79, 78 y 37%, respectivamente.

El tratamiento con hexaconazol presenta la mayor incidencia de muerte de
plantas pricticamente durante los tres afios de cultivo, incluso superiores a los del

testigo no tratado.
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El hipoclorito sédico no fue efectivo el ltimo afio, Gubler y colaboradores
(1988), ensayaron este producto en el control de ACR, utilizando el cultivar "Pdjaro”

inoculado artificialmente con C. acutatum, observando su ineficacia.

Imazalil control6 la aparicion de sintomas durante los dos primeros afios,
mientras que en el tercero sélo produjo una disminucion no significativa respecto al

testigo inoculado del 11,80%.

MORTALIDAD (%) *
TRATAMIENTO 1993 - 94 1994 - 95 1995 - 9 MDS?
TESTIGO NO . . .
INOCULADO 0 0 0 NS
TESTIGO b b beod
INOCULADO 0,49 0,76 14,65 3,62
HEXACONAZOL 1,01° 0,24 24,1254 17.21
PROPICONAZOL 0,25 0,26 11,23 54 10,66
TIABENDAZOL 0,24 » 0s 2,095 221
IMAZALIL 0* 0° 12,02 bod 11,56
TERLAI 0% 04 9,25 6.42
CARBENDAZIMA 0* 03 3,10 2.52
BITERTANOL 0= 0° 2,52 NS
HIPOCLORITO . . .
o/ S 0 0 21,87 1.2
MDS* 0,93 0,80 15,52

TABLA 26.- Porcentaje de mortalidad por ACR de plantas de fresa del cv. "Oso Grande”, en

condiciones de campo. (Periodo de observacién Octubre - Noviembre)

* Media del porcentaje de mortalidad de 4 repeticiones, conteniendo cada una 140 plantas.
¥ Minima Diferencia Significativa (MDS) entre columnas (0,01).
* Minima Diferencia Significativa (MDS) entre tratamientos (0,01).

El tratamiento con propiconazol originé una disminucién no significativa, del
nimero de plantas muertas durante los tres afios de cultivo, variando entre un 66% el
segundo afio y el 23% el dltimo. Freeman y colaboradores (1997), indican que dicho
fungicida aplicado mediante inmersién en solucién (2,5 g/1) de plantas naturalmente
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infestadas (C. acutatum) reduce la muerte de plantas en un 38%, en condiciones de
campo. Cuando se realizan aplicaciones curativas por pulverizacion, antes de la
inoculaci6n, las plantas tratadas presentan un indice de severidad significativamente
inferior que el testigo u otras moléculas fungicidas (Smith y Black, 1991). En

cualquier caso este fungicida provoca un efecto fitotoxico.

El establecimiento de las plantas en los campos de produccion es uno de los
momentos mds importantes del cultivo, ya que la pérdida de material vegetal supone
1a necesidad de replantar, con el consiguiente coste economico (Freeman et al., 1997).

Durante los dos primeros afios la incidencia de ACR, recogida como
decaimiento y muerte de plantas ocurre de manera mis o menos continuada a lo largo
de todo el periodo de observacion (Octubre - Junio), mientras que en 1995 la muerte
de plantas se produce mayoritariamente durante el primer mes tras la plantacion,
reinicidndose a partir de mediados de Abril. Los porcentajes de mortalidad total, al
final de cada experiencia, por afios y tratamientos se reflejan en la tabla 27.

Se observa un aumento progresivo de plantas muertas al repetirse la
experiencia, no existiendo diferencias significativas entre los dos primeros afios. En
1993, todos los fungicidas redujeron significativamente el porcentaje de plantas
muertas, excepto hexaconazol, cuyas parcelas presentaron un indice de mortalidad
similar al testigo inoculado. Sin embargo, en 1994, se pudo observar una reduccién
del 87% con respecto al testigo; presentando el dltimo afio la mayor incidencia de
ACR. Imazalil reduce significativamente el porcentaje de plantas enfermas durante
el primer afio, el segundo sélo lo disminuy6 en un 42%, no presentando diferencias
significativas con ¢l control; en 1995 la incidencia fue similar a la que presento el
testigo inoculado. Se puede considerar que estos fungicidas no controlan la enfermedad
en su fase de podredumbre de corona. Igual de inefectivo se considera el tratamiento
con hipoclorito sédico, ya que en el dltimo afio presenta un porcentaje de plantas
muertas superidr al testigo inoculado. Gubler y colaboradores (1988), observaron que
este tipo de tratamiento por inmersién reducia en casi un 50% la mortalidad de plantas,
pero no se considerd efectivo. Estos autores sefialan que existen tratamientos que

presentan mayores incidencias de 1a enfermedad que los testigos no tratados.
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Propiconazol y "Terlai", disminuyen de forma no significativa la incidencia
de la enfermedad, al menos durante ¢l tercer afio, no presentando diferencias con el

control.

La mayor eficacia se obtuvo con tiabendazol, carbendazima y bitertanol;

aunque ninguno de ellos produjo un control total.

MORTALIDAD (%)*
TRATAMIENTO 1993 - 94 1994 - 95 1995 -96 MDS?
TESTIGO NO . . .
INOCULADO 0 0 0 NS
Noatoo 2.46 3,86 19,95 9,83
HEXACONAZOL 2,020 0,50° 26,96 4 20,32
PROPICONAZOL 0,745 2,05 = 13,76 +54 10,35
TIABENDAZOL 048° 1,25 = 3,87 2,38
IMAZALIL 0,735 2,23 % 16,28 b4 15,59
TERLAI 0.25° 0° 10,05 *>¢ 8,73
CARBENDAZIMA 0,24% 0,492 4,67+ 3,91
BITERTANOL 0,24+ 0,50° 5,06 = 3,24
HIPOCLORITO . . w
SEOIC0 0 0,25 2401 23.80
MDS* 1,48 3,25 16,08

TABLA 27 .- Porcentajes totales de plantas de fresa del cv. "Oso Grande" muertas por ACR,

en condiciones de campo.

* Media del porcentaje de mortalidad de 4 repeticiones, conteniendo cada una 140 plantas.
¥ Minima Diferencia Significativa (MDS) entre columnas (0,01).
* Minima Diferencia Significativa (MDS) entre tratamientos (0,01).

Mclnnes y colaboradores (1992), sugieren que no existe ningtn fungicida para
el control de ACR en condiciones de campo. Existen trabajos que consideran eficaces
a los fungicidas tipo prochloraz tanto "in vitro" frente a C. gloeosporioides (Gullino

et al., 1985), como "in vivo" frente a C. acutatum, aunque con efectos fitotoxicos
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(Freeman et al., 1997). Otros consideran que captafol disminuye los niveles de ACR,
originada por C. fragariae (Delp y Milholland, 1980 a y Smith y Black, 1991). La
legislacién espafiola no permite 1a utilizacién en el cultivo de la fresa de ninguno de
estos fungicidas.

Los porcentajes de plantas muertas en los testigos inoculados no tratados, son
inferiores a los esperados. En inoculaciones artificiales en invernadero y para el
cultivar "Oso Grande" morian el 70% de las plantas. Al final de cada uno de los
periodos de observacién se analizaron un 10% de las plantas de cada tratamiento para
observar la presencia o ausencia del patégeno en los tejidos de las mismas, expresando
los resultados como porcentaje medio de plantas de cuyas coronas se aisla el patégeno
(Tabla 28).

En el testigo inoculado se aisla el patdgeno de tejidos de corona durante los
tres afios de cultivo en una media del 61% de las plantas asintomdticas, existiendo
diferencias significativas entre el segundo afio, con una media inferior, y los otros dos.
En el caso de los tratamientos, solo existen diferencias significativas entre afios, en los
casos de "terlaf" y la desinfeccion con hipoclorito sbdico.

En el caso de las plantas control, indicar que no se produjeron durante los
periodos de estudio muerte de las mismas (Tabla 27) y que sélo se detectd el patégeno
en el dltimo afio en porcentaje significativamente inferior al del resto de los
tratamientos. En esta campaiia las perdidas de fruto ocasionadas por podredumbre
fueron muy elevadas, pudiendo convertirse en fuente de indculo secundario que
provocaran infecciones asintométicas de coronas (Howard, 1972). La existencia de
infecciones latentes seria problemitica sobre todo en el caso de que se mantuviera las

planta en afios consecutivos, préictica poco usual en la zona de Huclva.

En la tabla 28 se observa como durante el primer afio los tratamientos reducen
significativamente la presencia del patégeno en los tejidos, lo que solo sucede en ¢l
segundo con las aplicaciones de "terlai", hipoclorito sédico y bitertanol, siendo este

Gltimo junto con propiconazol los tratamientos diferenciales en el tltimo afio.

136



1993 - 94 1994 -95 1995 - 96
TRATAMIENTOS “ pr* | prr | or DT DR pT MDS*
TESTIGO NO . . s
B e 0 0 0 0 500 | 921
IN% 75 | 062" | 40 | 3928 | 6750 | 5568° || 16,88
HEXACONAZOL | 325 | 33.94c | 225 | 28,1974 | 40 | 3046% || Ns
PROPICONAZOL | 275 | 3098 | 325 | 3484% | 375 | 37045 || ns
TIABENDAZOL | 27.5 | 3115¢ | 225 | 203104 | 55 | 47,037 [ Ns
IMAZALIL 275 | 3121° | s0 | 45600 | 475 | 42930 | 1472
TERLAI 1778 | 2475 | s 921 | 65 | 5397 [ ns
CARBENDAZIMA | 25 | 20.87° | 3333 | 35417 | 45 | a201%¢ ]| Ns
BITERTANOL | 275 | 27.83° | 125 | 18622 | 35 | 36,12¢ || Ns
HIPOCSORTO | 215 | 27.80° | 7.5 | 12 | 50 | 4496 [ 23,05
MDS (p) 24.52 14.69 17.74
(0,01 {0,05) {0,05)

TABLA 28 .- Efecto de los tratamientos en la recuperacién de Colletotrichum acutatum (CECT
20240) de corona de fresa.

*DR = datos reales, porcentaje de plantas de cuya corona se afsla el patdgeno.

DT = datos transformados angularmente

Z MDS (0,05) = Minima Diferencia Significativa entre afios

La tabla 29 muestra las producciones (gramos / planta) durante los tres afios

de cultivo. En todos los casos se aprecian unos rendimientos significativamente

menores durante el Gitimo,

En el primer afio las parcelas mas productivas fueron aquellas cuyas plantas

habian sido tratadas con carbendazima y "terlai". Los rendimientos, en las parcelas

con propiconazol resultaron significativamente menores.

En el 1ltimo afio se observd que los rendimientos en las parcelas control eran

significativamente superiores al resto, excepto en ¢l caso de las tratadas con

carbendazima. Las producciones més bajas se obtuvicron, en general, en las plantas

tratadas con propiconazol, lo que podria deberse a su efecto fitotoxico.
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TRATAMIENTO 1993 - 94 1994 - 95 1995 - 96 MDS *
I';Eggl&ggg 422,10+ 527.45¢ 262,91 ¢ 183,17
IN%ESEIL&%O 420,09 380,13 156,90 ** 175,96

HEXACONAZOL | 360,512 449, 3850 127,33 123,06

PROPICONAZOL 323,66 340,18* 145,20 58 81

TIABENDAZOL 378,45 432,39+ 164,10 * 111,21

IMAZALIL 414,53 354,72 166,31 * 206,12
TERLAI 441.23" 503, 230 150,63 165,65

CARBENDAZIMA |  457,20* 413,045 200,62 b 24,74
BITERTANOL 418,39 % 458,59 3% 163,725 138,00
mpgocll),l%grro 415,76 434,812+ 141,95 * 70,34
MDS (0,01) ¥ 128,06 143,38 72.71

TABLA 29 .- Produccién itil, en gramos por planta.

*MDS (0,01) = Minima diferencia significativa entre afios.
¥ MDS = Minima diferencia significativa entre tratamientos.

En cuanto a las incidencias de podredumbres de fruto, se detectan diferencias
significativas entre los datos del tercer afio y los dos anteriores en todos los casos
(Figura 18); en estos se observé que existe correlacion entre el nimero de plantas
muertas por ACR a lo largo de las campafias y el peso de los frutos que presentan
sintomas de antracnosis. Asi el primer afio el coeficiente de correlacion (CC, p =
0,01) es de 0,4355; siendo en el segundo de 0,6108 (p = 0,001). Durante el tltimo
afio no se obtuvo ningin tipo de correlacién debido a la alta incidencia de
podredumbres de frutos que afectan, aunque de forma significativamente inferior
(MDS (0,01) = 9,816), incluso a las plantas control en las que no se observo muerte
de plantas (Figura 18). Estos datos indican, como scfialaron Horn y Carver (1962,
1968), 1a posibilidad de que exista diseminaci6n de conidias desde los tejidos internos
a los frutos, asi como el papel de los mismos como fuente de in6culo secundario,
provocando infecciones que originan un progresivo aumento de frutos infectados.
Mclnnes y colaboradores (1992), sugirieron que la Gnica fuente de inéculo son las

propias plantas de fresa que presentan infecciones latentes contraidas en los viveros.
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FIGURA 18.- Incidencia de podredumbres de frutos,

con diferentes tratamientos fungicidas.

Diferencias entre afios por tratamiento:
1993-94 MDS (0,01) = 1,365
1994-95 MDS (0,01) = 2,869
1995-96 MDS (0,01) = 9,816

* CONTROL = Testigo no inoculado, no tratado

La figura 18 recoge la incidencia de podredumbres de frutos en los distintos
tratamientos y por afios, como porcentaje sobre el total de 1a produccion. Durante el
primer afio la incidencia de podredumbres de fruto es relativamente baja, siendo
significativamente mayor que en el resto en las parcelas tratadas con hexaconazol
(MDS (0,01) = 1,365). En la campaia siguiente las mayores incidencias se observan
en las plantas tratadas con imazalil (MDS (0,01) = 2,860); no detectdndose frutos

afectados en los controles ni en las parcelas tratadas con "terlaf".
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En 1995, los porcentajes de frutos maduros afectados en las plantas control fue
significativamente inferior que en el resto (MDS (0,01) = 9,816); siendo cercana al
40% en las parcelas tratadas con hexaconazol, indice incluso superior al que presentan
las plantas inoculadas y no tratadas.

Los datos sugieren que los tratamientos aplicados, que se suspendieron al
iniciarse la floracién, no reducen significativamente 1a incidencia de antracnosis en su
fase de podredumbre de frutos maduros. Denoyés-Rothan y colaboradores (1996),
indicaron que las materias activas aplicables al cultivo de la fresa son muy restringidas,
existiendo ademds un estricto control de residuos de pesticidas en fruto, que impide
aplicaciones continuadas, de forma que una vez que se inicia la fructificacion hay que
dar los tratamientos por finalizados. Esta forma de aplicacién impide €l control de
dicha enfermedad, ya que las mayores incidencias se producen desde mediados de
Marzo (Figura 12). Para disminuir significativamente la aparicién de podredumbres
de fruto seria aconsejable partir de un material vegetal sano, es decir, plantas de fresa

no infestadas por el patégeno en viveros.

4.6.2.- UTILIZACION DE CULTIVARES RESISTENTES

La tabla 30 muestra la respuesta de los cultivares ensayados al aislado CECT
20240. Se consideran resistentes si el indice de severidad es inferior a 3, de respuesta
intermedia 3,1 y 4,9; susceptible cuando es superior a 5; coincidiendo la respuesta de
resistencia con porcentajes de muerte de plantas inferiores al 30% (Figuereido et al.,
1972)

El cultivar "Oso Grande", mayoritario en la zona de cultivo de Huelva durante
los tltimos afios, resulté susceptible al patégeno, el cual origina un porcentaje de
muerte de plantas superior al 80%. Los cultivares "Chandler” y "Péjaro”,
anteriormente utilizados en la provincia, presentaron respuesta susceptible. Howard
y colaboradores (1992), consideran a ambos susceptibles, en todas las fases de la
enfermedad, en Florida (EEUU). Estudios de resistencia realizados en Italia, indican
que las plantas del cultivar "P4jaro” son muy susceptibles a C. acufatum, mientras que
las "Chandler" presentan indices de severidad ligeramente inferiores (Faedi, 1991),
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resultados similares a los obtenidos cuando se inocula el aislado presente en Huelva.

Actualmente se estdn utilizando los cultivares "Camarosa" y "Laguna", siendo
el primero de ellos susceptible, mientras que el segundo se podria considerar
relativamente resistente, ya que el patégeno provoca una mortalidad de plantas del

25% , lo que supondria un alto nivel de riesgo.

De los cultivares "Primella” y "Pandora”, que resultan resistentes al patdgeno,
no se conoce la capacidad de adaptacién a las condiciones de cultivo en el S.0. de
Andalucia. En Italia son utilizados, considerandolos resistentes a C. acutatum (Faedi,
1991). Otros cultivares que podrian ser adaptados por su respuesta de resistencia a C.
acutatum son "Cuesta” y "Teodora", asi como X-301y CART-2.

De los siguientes cultivares se aislé el patdgeno en tejidos radiculares en
porcentajes variables: "RB-11" (100%), "RB-14" (67%), "Oso Grande" (100%),
"Pijaro” (17%), "Haraline” (60%), "Camarosa” (22%), "Z-39" (67%), "Chandler”
(17%), "1-87" (67%), "Linda" (50%), "Darsidor” (14%), "DA-1" (40%),
"Percosana” (40%), "Manil" (33%) y "X-301" (33%). Sefalar los bajos niveles en
cultivares considerados susceptibles ("P4jaro” y "Chandler”), asi como la ausencia del
patégeno en los tejidos radiculares de los cultivares "Vantage" y "9-33", de
comportamiento similar en cuanto a la susceptibilidad de los tejidos de corona con
respecto a "1-87" y "Chandler”. De entre las variedades resistentes solo se aisl6 el
patégeno en el caso de "X-301", no obteniéndose en "Cuesta” y "Pandora" que
presentaron indices de severidad superiores. Ningin autor incluye los tejidos
radiculares como susceptibles y/o resistentes a ninguno de los agentes causales de
antracnosis. Existe la posibilidad se que los resultados presentados se deban a la
metodologia de la inoculacion, sin embargo el patgeno se aislé de este tipo de tejidos
en plantas no inoculadas artificialmente (Apartado 4.5.2.2).

Segin algunos autores, se podria considerar que la respuesta de resistencia a
ACR de los cultivares de fresa resultaria en una respuesta similar a otras
manifestaciones de la enfermedad (Maas y Galletta, 1989 y Howard et al, 1992), asi,
en este caso, se observa que de los tejidos radiculares en cultivares resistentes no se

aisla el patégeno, en 1a mayoria de los casos.
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CULTIVAR % PLANTAS INDICE DE RESPUESTA
MUERTAS SEVERIDAD *

RB-11 100 8,50° SUSCEPTIBLE
RB - 14 100 8,404 SUSCEPTIBLE
0SO GRANDE 83 7,330 SUSCEPTIBLE
PAJARO 83 6,95 % SUSCEPTIBLE
HARALINE 80 5,504 SUSCEPTIBLE
CAMAROSA 78 6,55 4= SUSCEPTIBLE
Z-39 67 6,00 241 SUSCEPTIBLE
CHANDLER 67 5,75%4ef SUSCEPTIBLE
VANTAGE 67 5,70 4o SUSCEPTIBLE
1-87 67 5,70 >4 SUSCEPTIBLE
9-33 67 5,70 >4 SUSCEPTIBLE
RB- 19 67 3,70 besf INTERMEDIA
LINDA 50 4,75 b=t INTERMEDIA
DARSIDOR 43 4,000 INTERMEDIA
DA-1 40 4,00 besf INTERMEDIA
PERCOSANA 40 4,00 bt INTERMEDIA
MANIL 33 3,50%<F INTERMEDIA
LAGUNA 25 2,755 RESISTENTE
CUESTA 20 2,60 RESISTENTE
PANDORA 20 2,40 > RESISTENTE
X -301 0 1,50%+ RESISTENTE
PRIMELLA 0 1,00° RESISTENTE
CART -2 0 1,00° RESISTENTE
TEODORA 0 1,00° RESISTENTE

TABLA 30.- Respuesta de cuitivares de fresa a la infeccién con Colletotrichum acutatum

(CECT 20240).

* [ndice de Severidad MDS (0,05) = 3,67
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4.6.3.- CONTROL TERMICO

4.6.3.1.- Resistencia térmica del patdgeno "in vitro”

La eficacia de los tratamientos por inmersién en bafio termostatizado se
muestran en la tabla 31, observindose una relacion directa entre la combinacién
temperaturas - tiempos de inmersion y el porcentaje de inhibicién de formacion de
colonias. Ninguna de las combinaciones empleadas produjo la muerte del patogeno,
aunque a temperaturas de 50 y 55°C, a cualquiera de los tiempos empleados, la
efectividad es cercana al 100%; no existiendo diferencias significativas entre estas
temperaturas. A 40 y 45°C se obtiene una reduccién significativa con respecto al

control, pero significativamente menor que a temperaturas superiores.

Los resultados son similares a los obtenidos por Miller y Stodard (1956),
cuando ensayan este tipo de tratamiento sobre otros patdgenos de fresa. Estos autores
determinan que 55°C y 4 minutos, son suficientes para provocar la muerte de
Rhizoctonia solani 'y Verticillium albo-atrum; mientras que en el caso de Fusarium spp.

era necesario elevar la temperatura a 65°C, manteniéndola durante 7 minutos.

TIEMPO DE TEMPERATURA DE INMERSION
INMERSION
40°C 45°C 50°C 55°C MEDIA
5 min. 32,73 47,60 98,67° 99,36° 69,59
7,5 min. 42,45* 67,57 99,55¢ 99.61° 77.30
10 min. 50,05° 73,50 99,61° 99,94°¢ 80,78
MEDIA 41,74 62,89 99,28 99,64

TABLA 31.- Porcentaje de inhibicion de la formacién de colonias tras tratamientos por

inmersidn en bafio termostatizado (MDS (0,05) = 5,81). v hi P
A& e

4.6.3.2.- Experiencias de control térmico en ambiente controlado

A la vista de los resultados obtenidos "in vitro" se dispuso un ensayo en

invernadero con plantas inoculadas artificialmente, para determinar la efectividad de
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los tratamientos térmicos sobre el patégeno cuando este se encuentra en la planta, asi
como los posibles efectos deletercos de los mismos. No se considerd necesario testar
la eficacia de los tratamiento a temperaturas de 45°C y 55°C, ya que no se
encontraron diferencias significativas con los realizados a 40°C y 50°C,

respectivamente.

La incidencia de muerte de plantas por ACR se muestra en la tabla 32, donde
se aprecia como en las plantas control no se produjeron sintomas; aunque por efecto
de los tratamientos se pierden entre un 40 y un 60% de las mismas. En el caso de las
plantas inoculadas, a temperaturas de 40°C durante 10 minutos se reduce
significativamente 1a incidencia con respecto al testigo inoculado y no tratado en un
40%, al aumentar la temperatura a 50°C se controla al 100%, no recuperindose el
patdgeno de los tejidos de las plantas. Gubler y colaboradores (1988), indican que
tratamientos térmicos a 49,4°C, durante 5 minutos eliminan el patgeno (C. acutatum)
del interior de los tejidos de 1a corona, pero no controlan totalmente la enfermedad en
campo, en la tabla 32 se observa que al mantener 50°C durante 5 minutos se reduce

la mortalidad en un 20% , recuperdndose el patdgeno de los tejidos.

% MORTALIDAD *

TRATAMIENTOS PLANTAS NO INOCULADAS PLANTAS INOCULADAS
———— 0* 100°

T* 40°C / TIEMPO §' 0* 100°

T2 40° / TIEMPO 10' 0° 60°

T2 50° / TIEMPO 5' 0° 80>

T2 50° / TIEMPO 10' 0° 0°

TABLA 32.- Tratamientos térmicos en invernadero, incidencia de ACR.

* % de plantas muertas de las que se aisla el patégeno inoculado, media de 2 repeticiones. MDS
(0,01) = 39,08 / MDS (0,05) = 29,26

Segin Buchner (1991), temperaturas alrededor de 49°C aplicadas por
inmersion durante 5 o 7 minutos no originan dafios a las plantas de fresa, aunque

podria producirse una reduccién en el vigor de las mismas, no aconsejando este tipo
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de tratamiento para plantas destinadas a produccion de frutos. Segin Gubler y
colaboradores (1988), este tipo de tratamiento no disminuye significativamente la
produccién de plantas hijas. En la tabla 33, se observan las producciones medias
obtenidas en condiciones de invernadero en las plantas tratadas por inmersién en agua
caliente.

PRODUCCION (g / Planta)
TRATAMIENTOS PLANTAS NO INOCULADAS | PLANTAS INOCULADAS
———— 96’85 -
T2 40°C / TIEMPO 5' 92,33 -
T2 40°C / TIEMPO 10' 47.86 11,15
T2 50°C / TIEMPO 5' 41,10 6,73
T2 50° / TIEMPO 10’ 63,80 33,09

TABLA 33.- Produccién de frutos (gramos/ planta) tras tratamientos térmicos.
MDS (0,01) = 80,22 / MDS (0,05) = 60,06

Los tratamientos térmicos no reducen significativamente la produccion de
frutos en las plantas con respecto a las no tratadas, aunque en esas se aprecia un menor
vigor. En el caso de las plantas y no tratadas, asi como en los tratamientos en los que
se origind muerte de plantas la produccién es pricticamente nula, sélo en el
tratamiento a 50°C y 10 minutos encontramos un rendimiento cercano al de las plantas
no inoculadas, pero significativamente menor al control (MDS (0,05) = 60,06).

4.6.4.- CONTROL BIOLOGICO

4.6.4.1.- Estudio del potencial inhibitorio

El supuesto antagonista hace contacto con las colonias del patégeno a los cinco
dias de cultivo, cuando el didmetro medio de este es de 33,3 mm; s¢ observa como
Fusarium spp. crece sobre el patdgeno, pero a microscopia optica no se detecta

penetracién en la hifa del posible huésped.
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Cuando se siembran sobre PDA-Y simultineamente conidias de ambos

hongos, no se aprecia influencia negativa en la germinacién del patégeno.

4.6.4.2.- Anilisis de la patogenicidad de Fusarium spp. frente a plantas de fresa.

Influencia sobre el desarrollo de 1a enfermedad en condiciones controladas

En inoculaciones artificiales con Fusarium spp. de frutos, maduros y verdes,
asi como de plantas de fresa no se observé ningin de sintoma. Sobre los frutos

maduros crece el micelio del hongo pero no penetra en €l mismo.

En cuanto a la posible influencia de Fusarium spp. en el desarrollo de ACR,
indicar que los datos obtenidos en la primera repeticién de la experiencia fueron
negativos, con el resultado de muerte del 100% de las plantas a los 30 dias de haber
sido inoculadas con C. acutatum (CECT 20240); sobreviviendo las plantas control y

aquellas inoculadas con el supuesto antagonista.

A los quince dias de la moculacién se midi6 el porcentaje de tejido de corona
necrosado en las plantas muertas, detectindose un porcentaje medio del 25,84% en
plantas previamente inoculadas con Fusarium spp., valor significativamente inferior
(MDS (0,05) = 30,13) a los obtenidos cuando sdlo se inocula CECT 20240 (67,16%).
Si se realiza la inoculacién con ambos se obtiene un 75,55% de tejido necrosad, al
igual que cuando se inocula primero C. ecutatum (75,51%). Al analizar este pardmetro
al final de la experiencia, no se observan diferencias significativas (MDS (0,05) =
24,34) entre los grupos, aunque los valores mis bajos corresponden a la inoculacion
previa con Fusarium spp., 59,92% de tejido de corona necrosado, siendo en €l resto

de los casos de aproximadamente un 70%.

En todos los casos la penetracion del patogeno se realiza principalmente por
la yema, lo que provoca la inmediata muerte de la planta, sin la posibilidad de

observar infecciones latentes.
Al repetir la experiencia se produjo la muerte del 100% de las plantas sélo en

el caso de aquellas que se inocularon con el patégeno, reduciéndose en el resto de los

supuestos hasta un 30% con respecto a estas, pero no se¢ observaron diferencias
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significativas (MDS (0,01) = 45,47 / MDS (0,05) = 33,90).

4.6.4.3.- Fungotoxicidad "in vitro"

Los resultados obtenidos en el anlisis de fungotoxicidad se muestran en la
tabla 34. A las dosis empleadas en campo, sélo producen la muerte del hongo los
fungicidas carbendazima, imazalil, hexaconazol y tiabendazol.

DE ., (ppm) I CMI (ppm) I

FUNGICIDAS | Crecimiento Formacién Crecimiento Formacién
miceliar colonias miceliar colonias
Bitertanol 5 1 > 100 > 100
Carbendazima - - 10 10
Hexaconazol 5 10 20 20
Tmazalil 1 1 10 10
Propiconazol 0,5 2 > 100 10
"Terlai" 100 - > 200 -
Tiabendazol - - 2 2

TABLA 34.- Efectividad de fungicidas frente a formacion de colonias y crecimiento miceliar

de Fusarium spp.

DE,, = Dosis efectiva al 50%. CMI = Concentracién Minima Inhibitoria

Bitertanol presenta alta CMI frente a Fusarium spp., mientras que inhibe a
dosis bajas a la especie de Colletotrichum aislada en Huelva (Tabla 24), ocurriendo lo
mismo cuando se enfrentan a propiconazol. "Terlai" se encuentra en un caso similar
pero presenta alta DE,, Tanto hexaconazol como imazalil procuran el control de

ambos hongos. Carbendazima y tiabendazol muestran en este caso baja CMI.

3.6.4.4.- Influencia en campo

En los muestreos previos a la plantacién, llevados a cabo en los dos primeros
afios de cultivo, se detecté Fusarium spp. en todas las muestras de suelo adherido a la

planta, no observandose durante el Gltimo afio. Cuando se realizan aislamientos de
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tejidos internos de la corona se obtiene Fusarium spp. en un 12% de las muestras el
primer afio, en el segundo en un 15%, detectindose en el ultimo en ¢l 1% de las
muestras. Existe 1a posibilidad de que 1a menor incidencia de ACR en los primeros

afios se deba a una cierta inhibici6én del proceso infectivo del patégeno.

Los resultados obtenidos en los aislamientos realizados al final de cada

campaiia se recogen en la tabla 35.

1993 - 94 1994 - 95 1995 - 96
TRATAMIENTOS | DR* | DT DR DT DR DT MDS *
TESTIGO NO . : -
INOCULADO s 1 219 65 41,11 375 | 22,08 || NS
TESTIGO N i -
INOCULADO 675 | 421> | 575 | 359> 25 | 18,252} 2231

HEXACONAZOL 50 35,97 45 27,66 | 225 | 12,90> I NS

PROPICONAZOL | 72,5 47,93 =* 77,5 51,82"° 50 30,59° | 21.58

TIABENDAZOL 40 23,79* 55 33,722 20 11,81* J| 18.01

IMAZALIL 75 54,22* 67,5 43,00° 27,5 | 16,45 ) 29.97

TERLA{ 40 24,80° 55 34,65 | 32,5 | 19,20*>° }f NS

CARBENDAZIMA 40 25,002 27,50 15.88* 7.5 4,31 21.42

BITERTANOL 47,5 28,70 * 75 49.36° 22,5 | 13,303 i 18.83

HIPOCLORITO 725 | 41,93* 67.5 44.44° 35 21,96 || NS

SODICO
MDS 26,35 25,75 18,70
()] (0,05) 0,01) 0,05

TABLA 35.- Efecto de los tratamientos en la recuperacién de Fusarium spp. de tejidos de

corona de fresa.

X DR = datos reales, porcentaje de plantas de las que se aisla Fusarium spp..
Y DT = datos transformados angularmente

* MDS (0,05) = Minima Diferencia Significativa entre afios.

Al final de todos los periodos de observacion se aprecia un incremento del

porcentaje de plantas de las que se aisla Fusarium spp., con respecto al detectado antes
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de la plantacién. En el dltimo afio los porcentajes son inferiores con respecto a los

anteriores, aunque de forma no significativa en algunos tratamientos

Durante ¢l primer afio no se observan diferencias significativas debidas a
tratamientos o a la presencia del patégeno. En 1994 y 1995 el tratamiento con
carbendazima disminuye significativamente los porcentajes con respecto al control,
siendo este uno de los que origina una menor incidencia de muerte de plantas por
ACR.

Ninguno de los tratamientos que a las dosis empleadas en campo provocan la
muerte de Fusarium spp. "in vitro”, eliminan a dicho hongo de los tejidos internos de

la corona.
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5.- CONCLUSIONES




1.- Se detecta por primera vez en Espafia localizado en la provincia de Huelva,

C. acutatum como agente causal de antracnosis en fresa.
2.- La sintomatologia desarrollada por C. acutatum en los cultivares utilizados
responde a la descrita por otros autores, diferenciindose sélo en la correspondiente a

la superficie foliar y raices.

3.- La utilizacién de anticuerpos monoclonales es eficaz para determinar si un

hongo pertenece al genero Colletotrichum y concretamente a la especie C. acutarum.

4.- El conjunto de las caracteristicas estudiadas, de forma independiente, no

permiten encuadrar a un hongo del género Colletotrichum dentro de una u otra especie.

5.- Las condiciones climiticas de la provincia de Huelva favorecen la

ocurrencia de antracnosis en fresa asi como su desarrollo epifitético.

6.- La muerte de plantas por ACR, en campos de produccion de fruto de fresa
en la provincia de Huelva, sélo se produce en plantas infectadas antes de la plantacion.

7.- Las mayores incidencias de podredumbres de fruto se originan en periodos
de Huvia seguidos de aumento de las temperaturas.

8.- No existe relaci6n entre alta incidencia de podredumbres de fruto y muerte
de plantas por ACR en los dltimos meses de produccion.

9.- Cuando se utiliza stock de plantas infectadas procedentes de viveros

aumenta de forma significativa la incidencia de podredumbres de frutos.

10.- Los rendimientos de cosecha disminuyen al aumentar la incidencia de
ACR y podredumbres de frutos.

11.- El agente causal de la antracnosis en la provincia de Huelva, no debe ser

considerado patégeno de suelo y s6lo estd presente en la rizosfera de las plantas que
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han sufrido ACR o de aquellas asintomiticas de las que se recupera €l patogeno.

12.- El ardndano podria actuar como huésped intermediario del agente causal

de antracnosis en fresa en la provincia de Huelva.

13.- Algunos de los fungicidas utilizados para el control de ACR sélo fueron
parcialmente eficaces, considerindose como un método complementario en las

actuaciones para el control de la enfermedad.

14.- Los tratamientos fungicidas utilizados no reducen significativamente la
incidencia de podredumbres de fruto.

15.- Existen cultivares resistentes al Colletotrichum acutatum detectado en la

zona de cultivo.

16.- Considerando la posible aparicién de nuevas especies de Colletotrichum
en la provincia de Huelva y la variabilidad de respuesta de los cultivares a los distintos
aislados del patégeno no parece adecuado decantarse por la utilizacién mayoritaria de
ninguno de ellos.

17.- Los tratamientos térmicos como método de control de ACR son eficaces
pero reducen el vigor de las plantas tratadas.

18.- No se ha detectado en el medio natural un micro-organismo que actie

como competidor del agente causal de antracnosis.

19.- La planta de fresa parece ser la tinica fuente de inéculo para las distintas
manifestaciones de 1a antracnosis, el agente causal se mantiene como infeccién latente
en los tejidos de corona, produciendo infecciones en fruto. Para eliminar esta
enfermedad se ha de contar, para establecer los campos de produccion de fruto, con
plantas sanas libres del patdgeno.
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