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RESUMEN

Sk o base e fa morfologia v ef tomafio de los esiricnras
producidas Vit e 0 situ per los sinanomonfes Hainesia lythn v
Pilidium concavum, s identificsd Discohainesia cenotherae como fa
cotse de podriciin marrin amarillenta en frutos de fresa {Fragaria
& ananasss) en Méridd, Venezuela, En extracto de malla agar
FEMAL H. lythn forme conidiomas cupulados v discoldes con co-
racteristicas de esperodogude. Los condidforas se observaron
firidindis, -2 septadag, cilindrcas v ramificadoy. Loy oflulas coni-
didgenas fueron fialides hidinas v enterobiditions. Loy conidior 5e
ciprbecideront Rualises, folvades come caneas, con dptee agudo v bare
extrechamente abia, pared celular deflpada, aseptados, de 6.7
(3800 x B9 ¢13-20] pre Lo conidismas v conidios produeidos

SUMMARY

Bused on morpholopy and Size af the struciures produced
silu aned 1 vitrg By rhe syranomerphs Hainesis Ivihri and
Fibdium concavum, Discohmnesia oenotherde way identified as
the cowse of lan brown rot on strawdetry fruits i Merida, Vene-
suela. On mall extract agar (IMEA) H, Iyvthi formed cupulate o
discetd comdiomate which showed Sporodochia features. Conidio-
plores were fivaline, |-2 seprate, cylindrical, and branched,
Comliopenawy cells appeared ax phialide, hvaling and enteroblas-
tie. Conidic were hyaline, falcale ar eanoe, wiih scule apex and
narrow abuse bage, thin-walled, 6,3 (5.5:8.0) x 1.9 (1.5-2.0) pm
aned pon-septate. Conidiomata and conidia produced on tnocu-

sobre frutos tnoculadoy midigron 4426 (292,4-585.3) om en dicime-
oy 6.5 (L80) x 17 (L5-2.5) pm, respectivamente. Lo conidia.
tias de P, concavum gparecieron en cultivos viegoy en EMA, come
corprisclos semiesféricos, duros, mepros, con la percidh sugerior
trregularmente deprimida v 526.8 {390,2-682.2) pm de didmetra,
Estox corpusculor contenian conidios merfaldgicamente sivilares o
lox producidos por H. Ivthn lox cuales midiersn 6,35 (50-800 x 1.7
(1.5-2,00 wen. La enfermedad ve reprodufo en fraes madures de
fresa "Chandler' inoculadas con suspensidn conidial {1 853 [0¢
conidiogiml). H. lyihn fue aislado continuamente de lox fruog ino.
culadis, Los fearor festigo wo presenfaron los sintomes de la anfer
medad

tated fruits measwred 442.6 (292.6-585.3} pom i diameter and 6.5
(5.0-8.0) x 1.7 (1.5-2.5) pm, vespectivelv, The conidiomaia of
Filidium concavam appeared on old MEA cultures, as hard Temi-
spheric black bodiex with upper portion irregularly denressed and
were S20.8 (30 2-682.9) pm in diemerer. These bodies contatned
conidia af 6.3 (50-80F x 1.7 (1.5-2.0} g which were morpho-
Iogically similar to those preduced by H. lythn, The disease was
reproduced on matuee friers of 'Chandier” strawberry inocilated
with contdial suspension (1. 5x007 conidiadml). Ho Iythn was con-
sinuusly dsolated fram fnocwlated fruits, Controd fruits did no
Fhow the disedase TVmplons.,

Introduceion

El estado Mérida &5 un 1
portante productor de fresas
[ Fragaria x ananassa Duches-
e ) en Veperuela, Sin embar-
wis, durante frecuentes visitas
realiradas @ mercados v puss-
s de venti ambulante, s ha
comprobgto que s fresas que
¢ estén comercializando en la
Fegicn presentan un acentuado

y generalizado estudo de dete-
riorn que afecta a productores,
vendedores ¥ consumidoros.
Los andlisis preliminares han
revelado gue los dafios estén
siento causados por tres enfer-
medades de pudricidn, @ saber,
antracnosis (Calletatrichurm
deptatum Simmonds, Cedefio
y Carrero, 1997), moho gris
{Botrvlis cinerea Pers. Ex Fr;
Maas, 1987) ¥ olra cuva sinto-

matologia no habin sido pre-
viamente observads en 2l drea
La antracnosis v ¢l mohio gris
son las que gsiin ocasionando
pérdidas econdmicas mis sig-
nificativas.

La enfermedad de causa
desconocida, cuya wdentilica-
citin constituyd ¢l propisite de
ba investigacion que se ropors,
aparece con menor frecuencia
y fue observada por primera

ver cn Abnl de 1999, en una
plantacion comercial de fresa
‘Chandler” ubicada en el sec-
tor “La Sabanota™ del Muonici-
pin Sucre. Posteriormente fue
detectada en sectores de “El
Mogoso™ ¥ “Las Playitas™ de
Bailadores, Recientemente se
observi on lecsas provenientes
de Muguchies, El sintoma Lipi-
code la enfermedad 5 una le-
sidhn de color marrdn amari-
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RESUMO

Solrre a base da morfologia ¢ o tamanho das estruturas pro-
duzidas in vitro e in situ pelos sinanomeorfos Hainesia lythr ¢
Pilidium concavum, for identificade Discobainesia ocnotherae
como & causa de podrdde marrom amarelada em frutos de mo-
range (Fragaria X ananassal em Mérida, Venezuela, Em extrato de
malta agar (EMA) H. Iythr fermou conidiemas cupulados e
discoides com cavacterizticas de esporodoguios. Os conididfaros
se observaram hialinos, 1-2 septados, cilindricos ¢ ramificados.
As cflulas conididgenas foam fidlides hialinas ¢ enterobldsticas,
O3 conidios foram apreciades hialinos, falcades come canoas,
com dpice agudp e base estveitamente oblusa, parede celwlar del-
rada, aseptader, de 6,5 (55-8,0) x 1.9 {1,5-2.0) um. Os

conidiomas e conidios produzidos sebre fritos inoculados medi-
ram 42,6 (202,6-555,3) um em didmetro v 6,5 (5,0-8.0) x 17
(1.5-2.5) pm, respectivamente. O3 conidiomas de P. concavum
apareceram em cultives velhos em EMA, comp corphseulog
semieiféricos, duros, negros, com a porgdoe superior irregular-
mente deprimida e 5268 (390,2-682,9) um de didmetro. Estes
corpisculos continham conidios morfologicamente similares aos
produzidos por H. Iythri ¢ mediram 6,3 (5.0-80) x 1.7 (1.5.2.0)
pm. A deenga se reproduziu em frulos madures de merango
‘Chandler® inoculados com suspensdo comidial {150 contdios!
mil H lythri foi sofado continuamente dos fries inoculadas. Oy
frutos experimentados ndo apresenvaram os sintomas da doenga,

llento, ligeramente hundida, de
comsistencia esponjosa y bor-
des levantados, la cual, por lo
general, se localiza en los 1ej-
dos priximos al ciliz (Figura
|}, Tanto extema como inter-
namente la lesidn aparece ro-
deada por una banda de teji-
des blandos {macerados) que
permite extracria ficilmente
dejanda un hueco de forma
cinica. Los sintomas descritos
comncidicron con los regisira-
dos para la pudricién marrén
amarillenta, cuye agente causal
es MHainesia yvthri (Desmaz.)
Hishn (Maas, 1987).

El objetive del rabajo fue
confirmar la identidad del su-
puesto agente causal y de-
muostrar su patogenicidad, Un
resumen de este estudio fue
presentado en XV1 Congreso
Venezolano de Fitopatologia
(Cedefio e al,, 19949),

Materiales ¥ Métodos

Avilamiento ¢ dentificacidn
del patdgenn

Los aislamientos se realiza-
rom a partir de frutos madiros
e inmaduros cosechados en
"La Sabanota”, “El Mojoso”
¥ “Las Plavitaz". Después de
lavar durante 1h con agua co-
rriente los frutos infectados,
de la panie iniema s¢ coraron
pequeiios segmentos (cd.
2mm?) los cuales fueron se-
guidamente sumergidos por 3
min en solucidn 0,5% de
hipoclonite de sodio, lavados
res veces en agua destilada
estéril (ADE), secados con
papel absorbente estéril y
sembrados en placas de agua
agar 2% acidificade con dcido
lictico (AAA) Las placas se
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incubaron a 25°C en la oscu-
ridad. Posteriormente los cul-
tivos emergentes fueron sub-
cultivados en placas de Petri
con extracto de malta agar
(EMA). papa-dextrosa agar
(Difco PDA) ¥ papa-ranaho-
ria agar (PZA), las cuales se
incubaron por § dias a 23°C
en la oscundad ¥ luego a tem-
peratura ambiente (22°C) bajo
un régimen de 126 de luz
blanca fluorescente. Los mon-
tajes se hicieron en formaling
4%, Las vbservaciones se rea-
lizaron en un microscopio
Zeiss, modelo Axioplan con
rejilla micrométrica v edmara
fotogrifica incorporadas. La
identidad especifica del paté-
geno s establecid comparan-
do la moerfologia v el 1amafio
de las estructuras reproducti-
vas asexuales producidas in
sife @ in vitro con las descri-
tas por Sutton (1980)

Tnovuladidn

Las pruebas de patogenici-
dad se realizaron aplicando
una  gola de  swspensién
comdial (1,5x10* comdios/mi)
en frutos maduros, con y sin
heridas, de fresa “Chandler’.
Previamente los frutos fueron
lavados con agua corriente,
tratades por 5 min con
hipoctorito de sodio 0,5%, su-
mergidos en varios cambios
de ADE, secados con papel
absorbente estéril ¥ colocados
en cipsulas de Petri desecha-
bles, las cuales se depositaron
en bandejas de plistco con
tapa de cierre hermético que
contenian papel absorbente
humedecido con ADE. Lus
heridas se hicicron en lejidos
proximos a los sépalos utili-

zando un sacabocado estéril
de 3Imm. Con una pipeta
Pasteur estéril en cada herida
s aplicd una gota de suspen-
sidn preparada con cultivos
en PZA v ADE. Los frutos
utilizados como testigo sdlo
recibieron ADE. Inmediata-
mente después de la inocula-
cidn (DI} las bandejas se -
cubaron a temperatura am-
hiente {22°C) y a partir de las
T2h se efectuaron observacio-
nes periddicas para cvaluar el
desarrollo de la enfermedad.
D¢ los materiales inoculados
se realizaron aislamientos para
confirmar el cumplimiento de
los postulados de Koch. Las
pruchas de inoculacidn se hi-
cleron red veces,

Resultados y Discusidn

Alslomiente e tdentificacidn
del pardgeno

Consistentemente los aisla-
mientos oblemidos de frutos
maduros ¢ mmaduros ongina-
ron en EMA, FDA v PZA
cultivos fingicos de caracie-
risticas similares. EIl EMA re-
sultd ser el mejor substrato
pongue permitid el crecimien-
to mis ripido y la mayor pro-
duccion de conidiomas, En
todos los substratos el micelio
crecid en forma de bandas
concéntricas de color beige a
marrén claro. Los conidiomas
(Figura 2) se observaron
como esporodoguios con for-
ma de copa y de disco, con o
sin pediculo, de bordes uni-
formes o festoneados ¢ imi-
cialmente Tueron hialinos, lue-
go cambiaron @ marrdn clarm
¥ posleriorments a marmin -
Jizo o casi negro. Los coni-

didferos aparecieron en fasci-
calos ¥ fueron hialinos, cilin-
dricos (filiformes) v septados,
Las células conididgenas fue-
ron fidlides hialinas v entero-
bldsticas. Los conidios emer-
gieron en golas mucilaginosas
gue s¢ guedan depositadas en
los conidiomas y se aprecia-
ron  hialinos, aseptados,
falcados como canoa, con api-
ce mgudo v base estrechamen-
te obiusa y midicron 6.5 (5,5
By x 1.9 (1,5-2,0) pm (Figu-
ra 3). Las gotas condiales se
observaron inicialmente hlan-
cas, luego cremosas y poste-
normente cambiaron a colar
marran amanllento. Las carac-
teristicas de estas estructuras
reproductivas coincidieron
con las descritas para M.
vihrl por Sutton ( P930), En
frutos imoculados los conidio-
mas 5¢ observaron parcial-
mente inmersos, globosas al
principio ¥ luego con forma
de copa, sin pediculo, ¥ lu-
vieron 442 6 (292,6-585,3)
prn en didmetro. Los mds j6-
venes mostraron color rasado
0 el color natural de las Fre-
sas maduras. Los conidios
producidos fn gitw Tugron
morfoldgicamente similares o
bos formados i vitre v midie-
ron 6,5 (5,0-8,00x 1,7 (1,5-
2.5) pm.

En cultivos vigjos en EMA
(40 dias) aparecieron conidio-
mas con forma de corplscu-
los semiesféricos, negros a
simple vista y dmbar bajo luz
transmitida, de¢ consisiencia
dura, con la porcion superior
irregularmente deprimida y
S526,8 (390,2-682.9) um en
diagmetro. Estos corpisculos
conlenian conidios de 6,3
(5.0-8.00 = 1.7 (1.5-2,00) pm,
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Figues 1, Sintomas de la pudricidn amarillen-
(s causada por  Discolginesia oenotherae cn
fress “Chandler’ En la fesidn se aprecian clas
ramente bos conidiomas del sinanomorfo
Hainesta fvihiri

lois cushes 52 Aprociaron maor-
foldgiciments semejanies i
los de H turhri lgualmente
se visushizaron conidiomas
columnares de color dmbar
con los conidios emergiendo
en una especie de crrus ol-
mentada, Las caracleristicas
die s contdiomas semiesién-
cos seocorrespondieron con
lus descritas pary Pilidinm
cancavunt (Desmaz )y Hithn
(Palm, 1991}

En consideracitn a las ca-
prcteristicas morfométricas de
Ioy conidiomas v conidios
producidos fn sitw e In vitro,
¢l hongo seddentifict como
frscohainesia oenctherde
iCooke & Ellis) Nannl
|=Peczizella genotherie
{Cooke & Ellis) Sacc.], cuyos
sinanomarios son M, Deidied ¥
P oconcavam (Palm, 19913
Sutton, 19800, Los conidios
de los sinanomorfos fuéran
morfométneaments sumilares,
pero los conidiomis mostra-
ron caracteristicus anatdmicas
v morfoldgicas dilerentes
(Palm, 1991

Los conidiomas de H.
I y P concaviem Sa1185-
ruciuras complejas a las cua-
les es difici] asignarle Lerini-
nos (Palm, 1991 Los de A
foderi han sido: frecuentements
refenidos coma esporeduguios
y aungue liensn algunos de
los aspecios gue carsclernaan
catny ostructuras, de pouerdo o
Ly defimcion de Sutton (E950)
o son esporodoguios. Se
ajustan mds & ly definicion de

estroma (Palm, 1991}, Por
otra parte, Shear vy Dodge
(1921 Hlamaron picnidios a
los  conidiomas de P
comcdvam, pUro - en aEncion a
la descripcidn de Sutton
{19805, tampoco san esiructu-
ras pichidiales porque tienen
forma semicsfénc, carecen
de ostioly v la capa himenial
se arigina dentro de un loculo
formado por una capi cstro-
matica, cerrumpente, sub-
cuticular o subepidermal de
textura angular (Palm. 1991,
En atencidn a lo anterior,
Palm (1991 lama a lus gs-
tructuras de H, {vthri cont
diomas cupulades o discoides,
mientrds gue se relirid o los
de P, eoncavem como conl-
diomas semiesféricos: La rela-
citn entre los sinanomorfos
fue demostrada por Palm
{19913, utilizando aislamien-
tos monoconidiales obtenidas
de los conidiomas semiesién-
cos de P oconcavum, los cua-
les prolujeron los conidicmas
de H, Ivehrei en medios de
cultive ¥ en ramas de alfalfz
Y IO

foenlacicn

Las pruehas de patogenici-
dad fueron exitosas y permi-
fieron reproducin los mismos
simtomas observados en frulos
infectados naturaimente. Tres
digs DDI, rodos les frutos
inoculados presentaban sinto-
mas de infeccitn, Caracterdisti-
camente los frutos mostraban

FUEREIENDIA  MAR 2001, WOL. 26 %3

Figura 2. Conidioms cupulade de Hommesia
It en papa-mnahoria dgar

lesiones circulares de color
marrdn amarillento, con hasta
lem de didmetro, de consis-
lencin esponjoss ¥ bordes li-
eeramente levantados. En al-
punas lesiones s habia inicia-
da el desdrralle de los coni-
diomas. Tres dias més tande,
las lesiones estaban myvadidas
poi conidiomas como esparo-
doguips en forma de copi ¥
Jde disgo, Los conidiomas ji-
venes se apreciaron de color
rasado v los viejos marrdn
amarillentos, Los conidios
emergieron en masas de color
inicialmente hlanco, lucgo
CTEMOSn ¥ POSPEriOrmEnie ma-
rrom amarillenty. Los frutos
testign no desarroltaron sinto-
mas de:infeccidn; M. fythr
fue aislado continuaments de
loa frutos inoculados, demos-
trindose de esta maners el
cumplimiento de los postula-
dos de Koch

Bajiy el nombre del anamor-
fo H. Iythe, D eenotherae hia
sido catalogado como un pa-
igeno déhl pargue, por 1o
gencral, regquiere de L presen-
cia de heridas para causar m-
feccion (Lundguist y. Fore-
man, 1986; Maas; 1987,
Shear y Dodge; 1921; Viljoen
ef al, 1992, En Sur Alrica
M. Iyerki ha sido referido
comy causa de guema en
plintulas de Euwealvpiug spp.
previamente dafiadas. con fer:
tilizante (Lundguist ¥ Fore-
man, 1986), Danos leves por
fertilizante son sulicientes
para que ocurrd T infeccian
(Viljoen e al, 1992 Aungue
en el estudio gue se reporta el
hongo atach frutos con v &0

Figura 3. Conidios de Hainexia lvther en
papa-zanahoria agar

heridas provocadas con la
aguju de discccidn, no se des-
carty lu posibilidad de gue lu
infeccion vourrida en los fru-
tos sin hendas hava sido fao-
litada por roturas ecasionadas
en la epidérmis durante la
desinfeceion (Shear v Diddge,
1921) v por microlesiones
causadas por plagas, cspecial-
mente fearos. Un fuerte ala-
que de dearas fue observado
en la plantaciin donde se de-
tectd por primers ves la en-
fermedad.  Sin cmbargo,
Stevens ¥ Pelerson {1916), ne-
portaron haber observado
plantas de fresa con Frulos
mutduros ¢ inmaduros inlecia-
dos por H. Ivthrt, BEnoeste dl-
tima caso. la informacidn
permite descartar la manipu-
lacion como causa de roturas
en |a epidermis, pero Ao asi
ohviar la posibilidad de gue
existicran beridas provocadas
por plagas. En fa India }.
fyeferd fue identificade como
causa de manchas Toliaes en
fresa {Phatak vy Payak, 1965,
pero existen dudas al respec
o, por cuanto en lu descrip
cidn e registrd la prescncia
in xitw e o it de pionidios
de cuello corto v oatioliados,
tipo de estruciura que no pro
ducen los sinanomorios: de 1
oenitherae.

El hecho de gue la enler-
mcdad no habia sido eporta-
da previamente en Venesucha,
gonduce a considerar la posi-
bilidud de gue @b patdgens
pudicra haber sida introduc
do en matenales:de propagy-
citn imporiados de Calitorn
par los propictanes de-la hn-
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ca de deonde provenian los
estolones que dieron origen a
las plantas cultivadas em “La
Sahanota™
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