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RESUMEN

En los Gltimos 5 afios, las exportaciones de yerba mate
(llex paraguariensis A. St.-Hill.) se duplicé y la demanda
en el mercado interno aument6 de un 15 a 20%, lo cual
incentivd el incremento de la superficie de produccion
que favorecid la dispersién de patégenos que ocasionan
problemas fitosanitarios en el cultivo. El objetivo de este
trabajo fue diagnosticar la enfermedad de la mancha negra
en las hojas de yerba mate causado por Calonectria
sphatulata (anamorfo: Cylindrocladium spathulatum).
Durante la zafra de 2014 -2015, se realizaron muestreos
de hojas de yerba mate con sintomas de mancha negra en
los municipios de Carlos Antonio Ldpez, San Rafael del
Parana, Mayor Otafio y Tomas Romero Pereira. En campo
se realizo la descripcion de sintomas y cuantificacion de
la defoliacién en plantas afectadas. En laboratorio, a partir
de muestras frescas se aislaron y purificaron cepas del
hongo en medio de cultivo PDA. La identificacién se hizo
mediante la observacién en microscopio de luz y uso de
claves descriptivas. En campo, los sintomas observados
inician como un punto negro y crece en forma circular
hasta alcanzar los 2 cm de diametro en hojas mayores a
12 meses, con defoliacion grave, pero no hay muerte de
plantas. En laboratorio, las caracteristicas morfolégicas
observadas en los aislados correspondierona Calonectria
sphatulata. Es el primer reporte en Paraguay de este
patégeno en plantaciones de yerba mate.
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ABSTRACT

In the last 5 years, yerba mate (llex paraguariensis A. St.-
Hill) export doubled and its demand in the domestic
market increased from 15 to 20%, this has encouraged an
increase on production area thus favoring the spread of
pathogens that cause crop’s phytosanitary problems. The
aim of this study was to diagnose leaf black spot, a
disease caused by Calonectria sphatulata (anamorfo:
Cylindrocladium spathulatum) on the leaves of yerba
mate. During the 2014-2015 harvest, in the municipalities
of Carlos Antonio Lopez, San Rafael del Parana, Mayor
Otafio and Tomas Romero Pereira, a sampling of yerba
mate leaves with symptoms of black spot was carried out.
Symptoms description and quantification of defoliation on
affected plants was done in field. In laboratory, using
fresh samples, purified strains of fungus in PDA culture
medium were isolated.

Identification was done by observation in a light
microscope and using descriptive keys. In field, the
observed symptoms start as a black point which grows in
circular fashion until reaching 2 cm in diameter on leaves
older than 12 months with severe defoliation, but without
plant death. In laboratory, the morphological
characteristics observed in the isolated corresponded to
Calonectria sphatulata. This is the first report of this
pathogen in Paraguay in yerba mate plantations.

Key words: Morphological identification,
Cylindrocladiumspathulatum.
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INTRODUCCION

La yerba mate es una planta subtropical tipica de la
Cuenca de la Plata en el Hemisferio Sur Americano.
Propia del sur de Paraguay y Brasil y del norte de
Argentina, crece en condiciones caracteristicas del bosque
atlantico bajo temperaturas templadas y lluvias por
encima de los 1500 mm afiol. Su denominacion
cientifica, llex paraguariensis A. St.-Hill,, la sitia dentro
de la especie de arbusto mediano, verde, con propiedades
medicinales y fitosanitarias (USAID 2006).

En los Gltimos 5 afios, las exportaciones de yerba mate de
Paraguay se han duplicado, con cifras de 526 t en el 2009,
y de 9853 t en el 2014 (REDIEX 2014). La demanda en
el mercado interno también aumentd en un 15 a 20% en
los Gltimos afios, provocando que los precios se
mantuvieran alto, e incentivd el incremento de la
superficie de produccion (REDIEX 2015).

El aumento del é&rea de siembra, la domesticacion del
cultivo y la reduccion del espaciamiento entre las plantas,
estd favoreciendo el desarrollo de enfermedades y la
dispersién de patégenos que ocasionan problemas
fitosanitarios en el cultivo (Grigoletti y Garcia 1996).

La mancha negra de la hoja de yerba mate, también
conocida como pinta-preta, es la principal enfermedad
fungica del cultivo. Provoca severos dafios, tanto en
viveros como en el campo, provocando hasta 30% de
pérdidas de las mudas (Grigoletti Junior et al. 2000).

El agente causal, Cylindrocladium spathulatum sensu
G.S. Ridley (1998) (teleomorfo: Calonectria sphatulata),
fue identificado por primera vez a partir de Buxus sp., este
patégeno cominmente ha sido asociado con
enfermedades en Eucalyptus sp. (Crous y Wingfield
1994).

El primer reporte de Cylindrocladium spathulatum
afectando a las hojas de yerba mate fue hecho por
Grigoletti et al. (1995), en viveros de yerba mate de la
zona surde Brasil.

En septiembre del afio 2010 se detectaron sintomas de
enfermedades en las hojas y ramas tiernas de la yerba en
el nordeste de Argentina en la principal region
productora, lo cual ha originado estudios para
identificarlos por parte del INTA de Cerro Azul y el
departamento de Fitopatologia de la Universidad Nacional
del Nordeste (UNNE) de Misiones (Rybak et al. 2014).
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Recientemente productores de plantas en viveros,
localizados préximos a regiones con plantaciones de
yerba mate, observaron una alta frecuencia de manchas
negras en los cultivos, cuando Ilas condiciones
ambientales son de alta humedad, poca ventilacion y
densidades de plantas muy altas. Teniendo en cuenta la
importancia del cultivo para el pais y la escasa
investigacion en el mismo, el diagnostico correcto y
confirmacién de la presencia de este patégeno en cultivos
de yerba mate es crucial para posteriores estudios de
manejo de la enfermedad y asi evitar pérdidas a los
productores ante posibles epidemias.

El objetivo de este trabajo fue identificar el organismo
causal de la mancha negra asociada al cultivo yerba mate
en las principales regiones productoras del Paraguay.

MATERIALES Y METODOS

Durante el desarrollo de la brotacion de la yerba mate en
la zafra de 2014 — 2015, se realizd6 muestreo dirigido,
tomando hojas con sintomas de la mancha negra segun lo
descrito por Crigoletti Janior et al. (2000), en los
municipios de Carlos Antonio Loépez, San Rafael del
Parana, Mayor Otafio y Tomas Romero Pereira. En el
momento de muestreo, se realizaron la descripcién de los
sintomas observados y siguiendo la escala de Ferretti
(1994) se cuantificé la defoliacion de las plantas
afectadas.

Se extrajeron de las hojas porciones de 0,5 cm de tejido
inmediato a los sintomas, y fueron desinfectadas con
hipoclorito de sodio (NaOCI) al 2% durante un minuto,
lavada una vez con agua destilada, y posteriormente
secadas para poner en placa de Petri en medio papa-
dextrosa-agar (PDA), durante un periodo de siete dias a
temperatura de 28°C (Schaad et al. 2002).

Para la obtencién de cepas puras de hongos provenientes
de las muestras, se tomd una pequefia muestra del hongo
de la placa de Petri y se sembré en medio agua-agar. A las
48 h se observo en el microscopio estereoscopico y con
una aguja de punta fina se tomd una hifa en crecimiento y
secoloco en medio PDA (French y Teddy 1980).

La identificacién se realizO mediante la observacién en
microscopio 6ptico y uso de claves descriptivas (Barnett y
Hunter 1986, Crous y Wingfield 1994, Crous 2002,
Lombard et al. 2010).

Se realizd prueba de patogenicidad con fines reproducir
los sintomas observados en el campo, a partir de las cepas
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de hongos aislados. Se seleccion6 al azar un aislado del
cual se generaron repiques en placas Petri con PDA como
medio de cultivo, se incubaron a temperatura ambiente
por 10 dias. Se prepar6 una suspension de esporas de
1.10° (conidios/mL), posteriormente atomizados sobre
plantines de 20 meses. Para ello se rasp6 la superficie de
la colonia y se la puso en un tubo de ensayo al que se
agreg6 agua destilada esterilizada, esta suspension se
filtrd y se agit6 enérgicamente. Se tomaron alicuotas de la
suspension de los hongos y se procedi6 al conteo en la
camara de Neubalier en dos repeticiones, y se ajusté a la
concentraciéon requerida. Los plantines fueron dejados a
temperatura ambiente en condiciones de alta humedad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los sintomas observados a campo fueron la formacién de
manchas en forma circular en hojas de yerba mate mayor
a 12 meses, en algunos casos aparecen en el centro de las

hojas y en otros en el borde. Las manchas comienzan
como un punto negro, crecen en forma circular y pueden
llegar a alcanzar los 2 ¢cm de diametro. A medida que
crecen las manchas el centro se va necrosando, hasta
provocar la caida de las hojas de yerba mate en forma
prematura con sentido ascendente, de abajo hacia arriba 'y
de adentro hacia afuera (Figura 1 Ay B).

Los focos de infeccion se presentaron en plantas de yerba
mate asociadas con arboles, y que se encuentran con
cierto sombreamiento, concordando con lo reportado por
Grigoletti y Garcia (1996), desde donde se expanden en
areas mas abiertas.

En el caso mas severo, algunas plantas en condiciones de
campo presentan defoliacion grave, segun la escala de
Ferretti (1994), aunque se destaca la ausencia de muerte
de plantas infectadas con el patégeno.

Figura 1. A: Sintomas de Calonectria sphatulata. en hojas de yerba mate con mas de 12 meses de edad; B: hojas de yerba

mate caidas a causa de la infeccion.

Los aislados en medio PDA mostraron un crecimiento
micelial de color blanco durante los primeros dias,
tornédndose de color amarillento a partir del cuarto dia, y
de amarillo palido a naranja en el reverso de la placa de
Petri en los dias posteriores (Figura 2 A), coincidiendo
con las descripciones de Barnett y Hunter (1986), y Crous
y Wingfield (1994).

Se observo esporulacion en medio PDA a partir de los 12
dias de aislamiento (Figura 2 B). Los macroconidiéforos
consisten en un estipite (25-70 — 4-6 um) con arreglo
peniciliado, septados, hialinos, lisos y con una
ramificaciéon (150-300 — 3-4 pm) con terminacidn
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clavada o una vesicula simulando una espétula (Figura 2
Cy D). Los microconidiéforos son no septados o con una
septa, hialino, alargados (10-20 — 4-6 um), peniciliado o
subverticilado, el estipite adicional alargado (0-15 — 3-4
pm) no septado o raramente septado de paredes delgadas
y terminacién en forma de vesicula elipsoidal o
periforme. Los conidios cilindricos, hialino, de 1-3 septos,
redondeados en ambos extremos, con tamafios de 48-75—
4-5 um (Barnett y Hunter 1986, Crous y Wingfield 1994,
Crous 2002, Lombard et al. 2010).
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Figura 2. Calonectria sphatulata. A: colonia en medio PDA con 3 dias de crecimiento; B: colonia en medio PDA con inicio

de esporulacién; C: conidio con una septa; D: estipite adicional de conidiéforo con terminacion en forma de

espatula.

En la prueba de patogenicidad se observaron los primeros
sintomas a partir de las 3 semanas después de la
inoculacién del patégeno, siendo estos similares a los
observados a campo.

En Paraguay es la primera vez que se esta reportando esta
enfermedad en plantaciones de yerba mate en produccién
y por lo tanto no se sabe si es esporddica o
definitivamente se ha instalado en el cultivo como una
nuevaenfermedad.

CONCLUSIONES

Con base en las caracteristicas morfolégicas y las pruebas
de patogenicidad se confirma que el organismo causal de
la mancha negra es Calonectria sphatulata. Este es el
primer reporte de este patégeno asociado al cultivo de
yerba mate en condiciones de campo en el Paraguay.
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