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RESUMEN: EI cultivo del romero, Rosmarinum officinalis L. es de gran interés por sus multiples usos
como aromética y medicinal. En € afio 2004, en € sur de la provincia de Buenos Aires (Argentina) se
observaron plantas de romero, crecidas en campo e inver naculo, con lesiones necr 6ticas progresivas en
hojas, tallosy ramas. El presente trabajo se enfoco en la identificacion del agente causal. Se escogieron
10 plantas, de un total de cuarenta examinadasy se obtuvieron segmentos de tgjidos sintomaticos, estos
fueron desinfectados con una solucion de hipoclorito de sodio al 2%, enjuagados con agua destilada
estéril y colocados en placas Petri con agar papa glucosado al 2% (APG). Sobre todos los segmentos
sembrados crecié una colonia blanco-grisacea, y acérvulos con conidios en masa de color naranjay
setas oscuras. L os conidios de forma cilindrica germinaron formando apresorios o micelio. El aisamiento
fue identificado como Colletotrichum gloesporioides (Penz.) Penz. & Sacc. Para confirmar su
patogenicidad, hojas y ramas, obtenidas de diez plantas sanas, se inocularon con una suspension del
hongo utilizando una jeringa hipodérmica; el testigo fue inoculado con agua destilada estéril. Este
material se sembrd en placas Petri con APG. Esta prueba reprodujo los sintomas observados en €
campo e invernaculo. Entrelas 24 — 48 h después de lainoculacién todos los tejidos desarrollaron necrosis.
El patégeno se reaidé de hojas y ramas siguiendo los postulados de Koch. L os testigos per manecieron
asintomaticos. Este es € primer informe de C. gloesporioides como agente causal de muerte regresiva
en R. officinalis en Argentina.
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FIRST REPORT OF Colletotrichum gloesporioides CAUSING DIE BACK IN Rosmarinum
officinalisL. IN BUENOSAIRES, ARGENTINA

ABSTRACT: Cultivation of the shrub Rosmarinum officinalis L. is of great interest due to its aromatic
and medicinal properties. In 2004, in the south of Buenos Aires province (Argentina), rosemary plants
showing wilt and necrotic lesions in leaves, sems and twigs (die back) were observed in the field and the
greenhouse. This work has focused on the identification of the causal agent of the above mentioned
pathology. Forty plants were examined and segments of the symptomatic tissues from ten of them were
disnfected with a 2% sodium hypochlorite solution, rinsed in sterile water and plated into Petri dishes
with potato dextrose agar (PDA, 2%). The plates were incubated at 22°C for eight days. Grayish white
colonies and acervuli with conidiain orange masses and dar k setae wer e observed on the all tissue segments.
The cylindrical shaped conidia germinated developing mycelium or apressoria. The isolate was identified
as Caolletotrichum gloesporioides (Penz) Penz & Sacc. To confirm its pathogenicity, leaves and twigs taken
from ten healthy plants were inoculated with a suspension of the fungus using a hypodermic syringe, the
control was inoculated with sterile distilled water. This material was cultured in Petri dishes with PGA.
Thistest reproduced the symptoms observed in thefield and greenhouse. Between 2448 h after inoculation,
all the tissues developed necrosis. The pathogen was then reisolated from leaves and twigs fulfilling Koch's
postulates. The controls remained symptomless. Thisisthe first report of Colletotrichum gloesporioides as
the causal agent of die back in Rosmarinum officinalisin Argentina.

(Key words: rosemary; Colletotrichum gloesporioides; die back; aromatic-medicinal; Lamiaceae)




El romero (Rosmarinum officinalis L.) es un arbus-
to perteneciente a la familia Lamiaceae, utilizada
como: condimento y aromatizante de comidas, asi
como insumo para la obtencion de aceites esencia-
les, estimulantes y tonicos medicinales, con aplica-
ciones en perfumeria y otros usos industriales (10).
La demanda mundial por estos productos es alta,
motivo por el cual la produccién del romero como aro-
matica, condimentaria y esencia constituye una acti-
vidad promisoria (1).

La expansion de este cultivo esta relacionado con
el desarrollo de tecnologias adecuadas, el logro de
precios competitivos, y en especial con la obtencion
de altos niveles de calidad y sanidad que permitan
acceder a canales eficientes de comercializaciéon. Uno
de los problemas que dificultan la obtencién de cali-
dad y sanidad, y por consiguiente de inocuidad es la
presencia de patologias fungicas durante la produc-
cion primaria (cultivo/cosecha) de romero (7).

En este contexto, a fines del afio 2004 se observo
en plantas de romero, cultivadas en el campo experi-
mental y en invernéculo, lesiones necroticas en ho-
jas, tallos y ramas apicales que terminaban por afec-
tar en forma descendente a la totalidad de la parte
aérea, exhibiendo los ejemplares afectados un aspec-
to de marchitez general seguido de la muerte de las
plantas. Los exdmenes preliminares efectuados en
muestras de plantas enfermas permitieron identificar
a un hongo del género Colletotrichum Corda (5,13).
En la revision de la bibliografia nacional y extranjera
se encontraron datos acerca de este patdgeno sobre
un amplio rango de hospedantes pero, no sobre R.
officinalis (2, 6, 8, 9, 11, 12,14).

El objetivo de este trabajo consistio en la determi-
nacion del agente causal del cuadro sintomatolégico
gue produce la muerte de plantas de romero en Bue-
nos Aires, Argentina.

El hospedante estudiado consistié en 40 plantas
de romero cultivadas en macetas y procedentes de
viveros comerciales de la zona sur de la provincia de
Buenos Aires. La descripcion y caracterizacion de la
sintomatologia fue realizada a partir de observacio-
nes macroscopicas y con microscopio optico (45 y
100 X) de muestras de hojas, tallos y ramas apicales
de plantas de romero sintométicas, efectuandose cor-
tes histolégicos y también preparaciones de estructu-
ras fungosas en solucion de azul de algodén y
lactofenol.

Para la determinacion del agente causal de la en-
fermedad se emplearon muestras consistentes en
secciones de hojas y tallos procedentes de diez plan-
tas enfermas. Estas muestras se desinfectaron con
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hipoclorito de sodio (2%) durante 5 minutos, se en-
juaga con agua destilada estéril, el exceso de hume-
dad fue eliminado colocando el material sobre hojas
de papel de filtro estéril. A continuacién se procedié a
la siembra en placas Petri con APG al 2%. Se utiliza-
ron cinco secciones de hojas y/o tallos por placa y
tres repeticiones por muestra. Las placas Petri se
colocaron en una estufa (Isotemp) a 22° C durante
ocho dias, al término de los cuales se analizaron los
caracteres macro y microscoépicos de las colonias
desarrolladas, utilizandose claves taxondémicas y des-
criptivas para la identificacion (5,13). Para la caracte-
rizacion morfolégica de las estructuras del patégeno
se utilizaron 50 preparaciones en solucién de algo-
don y lactofenol. La medicion de la longitud y diame-
tro (mm) de 100 conidios se realizé con un ocular
micrométrico (Carl Zeiss Jena). El procedimiento se
realizé dos veces. Después de la identificacion se
obtuvo un cultivo puro, por siembra de punta de hifa
en APG (2%), que fue depositado en el cepario de la
Facultad de Ciencias Agrarias-Universidad Nacional
de Lomas de Zamora.

En las pruebas de patogenicidad, un cultivo puro
del hongo en APG aislado en la etapa anterior se
empled como indculo, mediante la preparacion de una
suspension en 100 mL de agua destilada estéril con
una concentracion de 2 x 108 UFC. Con 0,3 mL de
esta suspension se inocularon, previa desinfeccion con
hipoclorito de sodio 2%, hojas y ramas terminales (de
2 cm de longitud) separadas de diez plantas sanas
de romero, utilizdndose una jeringa hipodérmica de 5
mL con aguja fina. Las hojas y ramas testigo fueron
inoculadas sélo con agua destilada estéril. El material
tratado y el testigo fueron sembrados en placas Petri
con APG, utilizandose seis hojas o ramas por placay
tres placas por repeticion. Las placas sembradas se
llevaron a una estufa de cultivo a 22°C de temperatu-
ra. Las observaciones se efectuaron cada 24 horas
durante dos semanas luego de la inoculacion.

El cuadro sintomatoldgico observado consistié en:
lesiones necréticas lenticulares (0,20 — 0,30 cm) en
las hojas ubicadas en el extremo distal de las ramas
situadas en el tercio superior de las plantas. En las
ramas ubicadas por debajo de estos brotes, ademas
de las lesiones ya descritas, se observaron bandas
de color verde normal y marrén oscuro, adquiriendo
las plantas un aspecto de marchitez. Este cuadro fue
de tipo progresivo, en sentido descendente, hasta
causar la muerte de las plantas (Fig.1A y B). Esta
sintomatologia se observo en el 85% de las plantas
examinadas. Existen citas acerca de cuadros seve-
ros atribuidos a la infeccion por Colletotrichum en es-
pecies lefiosas (12), en especial sobre arboles fruta-
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les donde la enfermedad recibe la denominacién de
muerte regresiva (die back) (2,14). Sin embargo, no
existen referencias de este tipo de dafio causado por
este hongo en especies arbustivas como el romero y
otras plantas incluidas en la familia Lamiaceae. En
estos hospedantes Colletotrichum causa lesiones
necroticas limitadas (antracnosis) en hojas y tallos (11),
y se comporta frecuentemente como un patégeno de
tipo secundario (2, 6).

Sobre todas las muestras, secciones de hojas y
ramas, procedentes de ejemplares sintomaticos y
sembradas en APG se desarroll6 una colonia fungica
con las siguientes caracteristicas: micelio de color
blanco grisaceo, levemente plumoso, con puntuacio-
nes de base oscura y extremo distal de color salmoén
intenso y aspecto cremoso. Las preparaciones micros-
cOpicas de estas puntuaciones revelaron cuerpos irre-
gulares (acérvulos) con setas escasas rectas y
septadas, en los cuales se apreciaban cirros cremosos
de color naranja (Fig 2 A). En estos cirros pudieron
observarse conidios hialinos, unicelulares, cilindricos
de extremos redondeados, las dimensiones de estos
conidios fueron de 9,82 x 4,6 mm (valores promedio

de 100 conidios.). Los conidios se originaron en el
extremo de conidioforos simples hialinos, dispuestos
en empalizada sobre el estroma de los acérvulos. Los
conidios germinaron por tubos simples formando
apresorios globosos hialinos, o dieron origen a micelio
(Fig 2 B). Sobre la base de las caracteristicas antes
mencionadas puede identificarse este hongo como
Colletotrichum gloesporioides (Penz.) Penz. y Sacc.
(5,13). Se aislaron ademas, microorganismos
saprofitos como Physarum cinereum (Batsch) Pers.,
Cladosporium cladosporioides (Fresenius) de Vries,
y Epicoccum nigrum Link.

Como resultado de la prueba de patogenicidad:
entre las 24 -48 h luego de la inoculacion, se observa-
ron en las hojas y ramas terminales lesiones
lenticulares de color castafio claro levemente
ampolladas, seguidas de una necrosis completa de
los tejidos de estos érganos después del quinto dia
de la prueba. C. gloesporioides fue reaislado de la
totalidad de hojas y ramas inoculadas (Fig 3), mien-
tras que, no pudo aislarse ningin microorganismo de
las siembras correspondientes al testigo. La progre-
sion del fenédmeno necratico en distintos hospedantes

FIGURA 1. (A) Marchitezy muertedetejidos (Nc) deramasy hojas deromero infectadas con Colletotrichumgloesporioides
en viveros comerciales (B) Plantas sanas./ (A) Wilt and death of tissues of twigs and leaves of rosemary infected with
Colletotrichum gloesporioidesin commercial nurseries. (B) Healthy plants.
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FIGURA 2. (A) Acérvulo subepidermal presente en lesiones tipicas. conidios (Co), y setas fértiles (St) con un conidio
apical; al microscopio compuesto a45X. Cuticula (Ct). (B) Conididforos hialinos (Cd) agrupados en esporodoquio (Ep) y
apresorio (Ap) deC. gloesporioides producidos en medio APG; a microscopio compuesto a100 X. / Subepidermal acervuli
immersed in typical lesions. conidia (Co), and fertile setae () with apical conidium, under light microscope (45X).
Ctticle (Ct). (B). Hyaline conidiophores (Cd) grouped in sporodochia (Ep) and appressoria (Ap) of C. gloesporioides
produced on GPA medium; under light microscope (100X).

infectados con C. gloesporioides, esta frecuentemente
asociada a la produccién de metabolitos con efectos
fitotéxicos (3, 4).

Las observaciones realizadas y los resultados al-
canzados en las pruebas de patogenicidad permiten
concluir que C. gloesporioides es el agente causal de
la muerte regresiva en plantas de romero, un cuadro
severo que causa la muerte de las plantas afectadas
cultivadas en campo e invernaculo.
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