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RESUMEN

El manzano (Malus domestica) es uno de los frutales de mayor importancia del sector
hortofruticola. Una de las principales enfermedades del manzano que afectan a los frutos en
postcosecha es Ojo de Buey causada por el hongo fitopatogeno Neofabraea vagabunda (=N.
alba). La finalidad de este estudio fue caracterizar el crecimiento in vitro del hongo N. vagabunda
mediante la utilizacion de distintos medios de cultivo y temperaturas de incubacion. Diez aislados
patogénicos de este hongo, fueron cultivados en cuatro medios de cultivo: Agar Papa Dextrosa
(APD), Agar Extracto de Malta (AEM), Agar Agua (AA) y Agar Maiz (AM). Los cultivos fueron
incubados a 20y a 0°C. Después de 7 dias de incubacién, se midio el crecimiento micelial logrado
en cada medio de cultivo y en ambas temperaturas semanalmente. Los resultados obtenidos
indican que todos los aislados de N. vagabunda pudieron crecer en los medios de cultivo Agar
Papa Dextrosa, Agar Agua, Agar Extracto de Malta y Agar Maiz, tanto a 20°C como a 0°C.
Ademas, los medios de cultivo Agar Papa Dextrosa y Agar Agua permitieron el mayor crecimiento
de los aislados del hongo N. vagabunda tanto a las temperaturas de incubacién de 0 y 20°C. En
el medio de cultivo Agar Extracto de Malta, los 10 aislados de N. vagabunda presentaron un
crecimiento significativamente menor a los deméas medios, tanto a las temperaturas de incubacion
de 0 y 20°C. Finalmente, no se observd ninguna tendencia en el crecimiento de los 10 aislados
de N. vagabunda en los cuatro medios de cultivo evaluados que indicara que algin aislado o

grupo de ellos tuviera un comportamiento diferenciado.

Palabras claves: Neofabraea vagabunda, Ojo de buey, postcosecha, in vitro, medios de cultivo.



ABSTRACT

The apple tree (Malus X domestica) is one of the most important fruit trees cultivated in Chile.
One of the main diseases that affects the apples in postharvest is Bull's Eye Rot caused by the
fungus Neofabraea vagabunda (=N. alba). The purpose of this study was to characterize the
growth in vitro of this fungus through the use of different cultivation media and incubation
temperatures. Ten pathogenic isolates of this fungus were cultivated in four culture media: Potato
Dextrose Agar (PDA); Malt Extract Agar (MEA), Water Agar (WA) and Maize Agar (MA). The Petri
plates were incubated at 20 and O ° C. After 7 days of incubation, the mycelial growth achieved in
each culture medium and in both temperatures was measured weekly. The results obtained
indicate that the isolates of N. vagabunda were able to grow in PDA, WA, MEA and MA, both at
20 and 0°C. In addition, the PDA and WA allowed the greatest growth of the fungus isolates both
at incubation temperatures of 0 and 20°C. In the culture medium MEA, the 10 isolates showed a
significantly lower growth than the other culture media, both to the incubation temperatures of 0
and 20°C. Finally, no trend was observed in the growth of the 10 isolates of N. vagabunda in the
four culture media evaluated which would indicate that some isolates or group of them had a

differentiated behavior.
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1. INTRODUCCION

Chile posee una superficie potencial fruticola de 321.590 hectéareas, lo que le permite ocupar
el décimo lugar como productor mundial y ser uno de los paises mas importantes exportadores
del hemisferio Sur, ya que produce 5 millones de toneladas de frutas aproximadas (FEDEFRUTA,
2016).

Los destinos de la fruta son principalmente Estados unidos, China y Holanda (Fedefruta,
2019). En la temporada 2017 se exportaron mas de 32.888 toneladas de fruta fresca a través de
transporte aéreo y un total de 2.513.960 toneladas de fruta a través del transporte maritimo.
Destacandose la uva de mesa, con 712.271 toneladas (28,3% del total de envios), seguido por
las manzanas con 546.538 toneladas (21,7%) y los kiwis con 157.760 toneladas (6,3%)
transportadas mediante esta via. Entre el 55-60 % de los envios de la fruta de nuestro pais se
realizan por el puerto de Valparaiso, buscando que el producto llegue a tiempo a destino final
(MUNDOAGRO, 2018).

Uno de las rutas mas importantes que recorre nuestra fruta es la que va con destino a China

demorando entre 45 a 50 dias dependiendo de la naviera (Chilenut, 2017).

El manzano (Malus domestica) es uno de los frutales de mayor importancia del sector
hortofruticola; el area plantada alcanzaria las 34.428 hectareas haciéndola la tercera especie
fruticola mas plantada del pais, cubriendo cerca del 11% de la superficie fruticola nacional. Casi
el 90% de la produccién nacional se distribuye entre las regiones del Maule y O’Higgins (Catastro
Fruticola CIREN-ODEPA. 2018).

Entre los afios 2000 y 2001 se comenzaron a detectar pudriciones anormales en frutos
provenientes de huertos de la zona centro del Pais. Especificamente dafios asociadas a las
lenticelas, sobre todo en fruta desarrollada bajo condiciones de primaveras célidas y de

abundantes lluvias (Lolas 2005).

Pero en paises como Estados Unidos, Europa y Brasil ya se les clasifica como “enfermedades
de verano”. En nuestro pais el agente causal de este tipo de pudriciones fue asociado al hongo
Neofabraea Vagabunda. Observandose una mayor incidencia de este tipo de dafio en cultivares
que son cosechados tarde en la temporada, tal como ocurre con Fuji y Pink Lady. Causando

dafios incluso después de los cuatro meses de almacenaje bajo condiciones de frio (Lolas, 2005).



Las pudriciones causadas por hongos fitopatdgenos que ocurren durante el almacenaje de la
fruta, son un importante problema para la exportacion, entre los que se destacan las causadas
por Botrytis cinerea, Alternaria spp., Penicillium expansum y Neofabraea vagabunda (Soto-Alvear
et al., 2013; Sutton et al., 2014).

N. vagabunda incide a nivel lenticelar y se expresa durante el almacenamiento en frio (0°C)
y/o en el transporte al mercado de destino. La pudricidon que origina éste hongo es de crecimiento
lento y de diversa expresién sintomatoldgica, predominando halos pardos claros de diversa
intensidad, concéntricos rodeando una lenticela de la piel y por el cual se la conoce como
pudricién “Ojo de Buey” (Pinilla, Lolas y Soto, 2005; Soto-Alvear et al., 2013).

La alta incidencia de ‘Ojo de Buey’ durante los ultimos afios no sélo ha forzado la incorporacién
de nuevos manejos, sino también ha llevado a acortar los periodos de almacenamiento en
cémaras refrigeradas y acortar los tiempos de vitrina. Esto significa un problema si se considera
que los principales mercados de destino para la fruta chilena son Estados Unidos, Europa y
Lejano Oriente. Entre mas tiempo son almacenadas, aumenta la posibilidad que aparezcan los

sintomas asociados a esta enfermedad (EL MERCURIO; Campo, 2014).

Debido a la importancia que posee el hongo fitopatégeno N. vagabunda en la produccion y
exportacién de manzanas, se hace necesario una evaluacién del crecimiento de éste hongo in
vitro, de manera de contar con micelio de éste para realizar estudios epidemiol6gicos necesarios

que definan la mejor estrategia de control de esta enfermedad de postcosecha.

A continuacién, se plantean la hipétesis y objetivos del presente estudio:

1.1 Hipétesis

Neofabraea vagabunda presentaria un crecimiento diferencial cuando es cultivado en medios
de cultivos estandares utilizados para el crecimiento in vitro de hongos fitopatégenos, siendo el

medio Agar Papa Dextrosa el que le permite un mayor desarrollo de su micelio.



1.2 Objetivo general

Evaluar distintos medios de cultivo a distintas temperaturas de incubacion que maximicen el
desarrollo del micelio del hongo Neofabraea vagabunda, agente causal de la enfermedad ‘Ojo de

Buey’ en manzanas Cripps Pink.

1.3 Objetivos especificos

L)

% Evaluar el crecimiento in vitro de 10 aislados del hongo N. vagabunda en los medios de
cultivo Agar Maiz, Agar Malta, Agar Papa Dextrosa y Agar Agua incubados a 20°C.

< Evaluar el crecimiento in vitro de 10 aislados del hongo N. vagabunda en los medios de
cultivo AM, AEM, APD Y AA incubados a 0°C.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia del manzano

El manzano, cuenta con una gran plasticidad a la hora de adaptarse a los diversos climas y
tipos de suelo alrededor de todo el mundo, haciéndolo uno de los frutales de mayor disponibilidad
en los distintos mercados nacionales e internacionales con una gran gama de cultivares que

suplen la demanda de los consumidores durante todo el afio (CIREN, 2017).

El escenario fruticola nacional sitGa al cultivo del manzano (Malus pumila) como la segunda
especie fruticola méas plantada en el pais si sumamos las hectareas correspondientes al cultivo
de manzano rojo y de manzano verde respectivamente totalizando las 35.937 ha. No asi con la
uva de mesa que ocupa el primer lugar con una superficie de 48.202 ha plantadas y dejando en
la tercera posicion al Nogal con 35.377 ha (ODEPA, 2017).

2.2 Produccién nacional

Hoy en dia la fruticultura nacional se enfrenta a mercados cada vez mas exigentes en cuanto
a pardmetros de calidad, sabores, coloracion, madurez, calibre, peso, entre otros por parte de los
consumidores (FAO 2010). Chile que cuenta con las casi 36.000 ha plantadas a nivel pais
(ODEPA, 2017) produce cerca de 1,4 millones de toneladas de fruta. Principalmente en base a
cultivares de las variedades rojas, Royal Gala, Pink Lady, Fuji, Ambrosia y Granny Smith. Que
nos sita como el principal productor del hemisferio sur y el cuarto exportador en el mundo
(Redagricola, 2017).

2.3 Produccién en la Reqgién del Maule

La Region del Maule posee la mayor superficie plantada de este frutal, alcanzando las 22.068
ha que representarian un 62% de la superficie total de ha plantadas a nivel pais, seguido del
cultivo de Cerezo que retne 11.130,28 ha plantadas en la regién (ODEPA, 2017). Por lo que la

importancia de este frutal en la actividad agricola de la regién es de gran importancia.

Sin embargo la rentabilidad de este frutal hoy en dia ha decaido fuertemente llegando a US$
0,6 por kilo (ODEPA, 2019), ubicandose bajo el promedio que marcan las frutas en el mercado
internacional, que es aproximadamente de 2,2 US$/kg (Redagricola, 2017).

El panorama exportador se ha tornado agreste para el cultivo del manzano, que se ha visto

empafiado por los buenos precios del cerezo; segundo cultivo mas plantado en la region y que



en las temporadas recién pasadas marco US$ 7,79 por kilo, mas de diez veces el valor de las
manzanas (ODEPA, 2018.) quitandole protagonismo a este cultivo y desplazandole al tercer
puesto del ranking con 627,4 millones de ddlares FOB declarados y asi ocupar el segundo puesto

con los 839,4 millones de ddlares para la temporada 2017 (Fedefruta, 2018).

2.4 Descripcién del manzano

Este cultivo pertenece a la familia Rosaceae, subfamilia Maloideae y género Malus. La
manzana corresponde a un pomo, érgano carnoso en donde el receptaculo floral se engrosa y se

origina un mesocarpo comestible (Yuri, 2013).
El manzano es un &rbol frutal de hoja caduca que requiere entre 900 a 1100 horas frio
dependiendo del cultivar para salir del letargo. La temperatura éptima durante floraciéon es de 15-

20° C y el desarrollo del fruto se favorece con temperaturas de 18-20°C (Cruz, 2008).

2.5 Enfermedades de postcosecha

Las principales enfermedades de postcosecha de manzanas en Chile son el Moho Azul
causada por Penicillium expansum y pudricién calicinal causada por Botrytis cinerea (Sutton et
al., 2014). Sin embargo, desde el afio 2001, la produccion nacional de manzanas, en especial de
cultivares tardios como “Cripps Pink” (Pink Lady®), se han visto afectadas por enfermedades
asociadas a las lenticelas. Una de ellas es la conocida como “Ojo de Buey”, producida por
Neofabraea vagabunda (Soto-Alvear et al., 2012).

2.5.1 Neofabraea Spp.

En el mundo existen tres especies del fitopatdgeno Neofabraea spp. asociados a esta
enfermedad. Sin embargo, en Chile sélo es producida por una: la Neofabraea alba. Asi lo pudo
determinar el estudio “Characterization of the Bull's Eye Rot of Apple in Chile”. Esta especie, a
diferencia de las otras, no produce cancros en la planta y sélo estaria sobreviviendo en madera
muerta donde produce las conidias (esporas asexuales del hongo) que son arrastradas por el
agua hasta la fruta que esta en desarrollo” (Soto et al, 2013).

Neofabraea vagabunda es una especie que se observd en huertos ubicados desde Curico al
sur, evidenciandose pudriciones causadas por este hongo, cominmente conocida en nuestro

pais como “Ojo de buey”, sobre todo en cultivares de cosecha tardia como Pink Lady ©, Gala y



Braeburn las cuales se encuentran expuestas durante mas tiempo a condiciones

medioambientales favorables para el desarrollo de esta enfermedad (Henriquez, 2005).

La infeccién primaria de este patégeno ocurre en el huerto, previo a la cosecha, pero
permanece en estado de latencia al interior de las lenticelas, desencadenando la pudricién

después de 3 0 4 meses en almacenaje refrigerado a 0 °C (Spotts, 1990).

2.5.2 Sintomas

La pudricion se observa en fruta almacenada por al menos tres meses, en forma de numerosas
lesiones circulares localizadas en las lenticelas de consistencia firme, con un centro de color
pardo claro rodeado de un halo mas oscuro, lo que semeja un 'ojo de buey', nombre comin a la
enfermedad (figura 2.1). Las lesiones pueden iniciarse como pequefios puntos o pecas e ir
aumentando su tamafio hasta 1 o 2 centimetros de diametro, la pudriciéon tiende a ser poco

profunda, con un ancho y profundidad similares, en forma de ‘U’. (Soto et al, 2013).

Figura 2.1. Sintomas de pudricion ojo de buey causada por Neofabrea vagabunda.

2.5.3 Condiciones predisponentes

La infeccion ocurriria en el huerto, estableciéndose en los frutos en cualquier estado de
desarrollo, desde caida de pétalos en adelante. Abundantes lluvias y T° media de 20°C,
especialmente previo a la cosecha, son condiciones predisponentes 6ptimas. La pudricién se
desarrolla rapidamente entre los 18 a 24 °C; sin embargo, también lo hace a 0 °C, pero

lentamente. Por lo general, esta pudricibn comienza en una lenticela abierta, desarrollandose



lentamente en almacenaje refrigerado, por lo que su expresién en los frutos es detectada luego

de los cuatro meses de cosechado o cuando comienza a ser comercializada (Soto et al, 2013).

2.6 Control de la enfermedad

Las pudriciones de postcosecha son un problema de relevancia econémica para las empresas
fruticolas, los productores deben utilizar estrategias de control preventivo, que minimicen el uso
de agroquimicos, escogiendo siempre los mas eficaces, en conjunto con medidas culturales que

garanticen la eliminacién de fuentes de indculo.

2.6.1 Control cultural

Las medidas preventivas consisten en verificar que el arbol no tenga heridas en su madera.
En caso contrario, éstas deben ser selladas con pastas fungicidas u otro producto. Otra accion
que reduce las posibilidades de desarrollar esta enfermedad es evitar dejar fruta sin cosechar en
los arboles y restos de poda en el piso del huerto que puedan transformarse en huéspedes
(Fernandez, 2013)

Para el control de Neofabraea spp., se ha recomendado la eliminacién de los restos de poda,
frutos de raleo y fruta madura dejada después de la cosecha, ademas de la destruccién de frutos

enfermos y ramillas con cancros, para asi reducir la presion del indculo (Pinilla, 2013).

2.6.2 Control quimico

Productos a base de cobre, como el hidréxido de cobre, y el fosfito de potasio aplicados en
precosecha demostraron controlar de manera eficiente la aparicion de esta enfermedad en
postcosecha. Este control preventivo permite proteger el tronco, las ramas y los frutos

conjuntamente, reduciendo el potencial del in6culo en el huerto (Lolas, 2005).

2.7 Medios de cultivo

Un medio de cultivo, es el sustrato o solucidon de nutrientes que proporciona una mezcla
equilibrada de elementos requeridos en el que los microorganismos crecen y se multiplican. Para

realizar el estudio de los microorganismos es necesario recuperarlas del habitat natural en medios



artificiales que proporcionen sus requerimientos nutricionales. Este procedimiento se le conoce

como cultivo “in vitro” (Condayan, 2008).

No obstante, el desarrollo adecuado de los microorganismos en un medio de cultivo se ve
afectado por una serie de factores de gran importancia y que, en algunos casos, son ajenos por

completo al propio medio (Wang, 2009)

. Disponibilidad de nutrientes adecuados.

. Consistencia adecuada del medio.

. Presencia (0 ausencia) de oxigeno y otros gases.
. Condiciones adecuadas de humedad.

pH.

. Temperatura.

N o o~ W N R

. Esterilidad del medio.

En la actualidad se ocupan medios de cultivos enriquecidos para el estudio de este hongo.
Donde el inoculo se agrega al sistema de crecimiento, ajustandose las condiciones fisico-

quimicas, como temperatura, Ph, luz entre otras, adecuadas para el cultivo (Ramos, 1998).

2.7.1 Agar Papa Dextrosa (APD)

En 1970 los investigadores Drewer y Bolland desarrollaron este medio de cultivo para
caracterizar el crecimiento de levaduras y hongos a partir de muestra de alimentos y otros

componentes (Drewer y Bolland, 1970)

El Agar Papa Dextrosa (APD) est4 compuesto por Infusion de Papa deshidratada y Dextrosa
que fomentan el crecimiento exuberante de los hongos; La base del medio es altamente nutritiva.
El agar es adicionado como agente solidificante. Muchos procedimientos estandares usan una
cantidad especifica de acido tartarico estéril (10%) para reducir el pH de este medio a 3,5 + 0.1,

y asi inhibir el crecimiento bacteriano (Acumedia, 2015).

2.7.2 Agar Agua (AA)

Se trata de un medio sin el agregado de nutriente alguno. El agar es el extracto espesante de
un alga de su mismo nombre que se usa para preparados gelatizantes. Es de rico contenido en

carbohidratos calcio y hierro (Hildebrant, 2005).



2.7.3 Agar Extracto de Malta (AEM)

Se extrae la parte soluble de ese cereal cominmente cebada, para crear el medio de cultivo
asociado al agar. Este extracto de malta se encuentra en el mercado nacional de manera

deshidratada. Es bajo en grasas y alto contenido de carbohidratos.

2.6.4 Agar maiz (AM)

Este sustrato de crecimiento es en base a extractos de maiz; especificamente a partir de
harina de este y caracteriza su alto contenido de carbohidratos en forma de almidén, el cual es el

principal constituyente de este cereal (Agrociencia, 2013.)



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién del ensayo

La caracterizacién del crecimiento de los aislados de N. vagabunda se realiz6 en el Laboratorio
de Patologia Frutal de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Talca, durante los

meses de abril y agosto de 2018.

3.2 Origen de los aislados de N. vagabunda

Los aislados de N. vagabunda que se utilizaron en este estudio se obtuvieron desde manzanas
Cripps Pink (Pink Lady®) y Scarlet, almacenadas por mas 90 dias a 0°C, con sintomas de la
pudricién Ojo de Buey. Estas manzanas provenian desde huertos comerciales ubicados entre las

Regiones del Maule y de Los Lagos (Cuadro 3.1).

Para evaluar su crecimiento en diferentes medios de cultivo y temperaturas de incubacion,
fueron seleccionados 10 aislados, los cuales habian sido obtenidos durante los meses de Agosto
y Septiembre de 2017 y que habian sido identificados como N. vagabunda a través de la
examinacion de sus conidias, forma y color de la colonia fungosa en medio Agar Papa Dextrosa
(APD), junto a una identificacion molecular utilizando para ello los procedimientos rutinarios del
Laboratorio de Patologia Frutal. Luego, fueron registrados en la base de datos del Cepario de
hongos fitopatégenos del mismo Laboratorio para asi conformar los aislados fungosos bases para

realizar este estudio.

Cuadro 3.1 Origen de los aislados del hongo Neofabraea vagabunda utilizados para evaluar su
crecimiento en diferentes medios de cultivo y temperaturas de incubacion.

N° Aislado | Localidad Cultivar

1 Angol, IX Region de la Araucania Cripps Pink
2 Longavi, Region del Maule Cripps Pink
3 Temuco, Regién de la Araucania Cripps Pink
4 Coihueco, Regién de Nuble Cripps Pink
5 Linares, Region del Maule Cripps Pink
6 Yerbas Buenas, Region del Maule Scarlet

7 Pelarco, Region del Maule Cripps Pink
8 Chimbarongo, Regién de O’Higgins | Cripps Pink
9 Yerbas Buenas, Region del Maule Cripps Pink
10 Molina, Regién del Maule Cripps Pink
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3.3 Medios de cultivos

En este estudio se utilizaron cuatro medios de cultivos para evaluar el crecimiento de los 10

aislados de N. vagabunda.

3.3.1. Agar Papa Dextrosa (APD)

El medio APD fue preparado utilizando 10 g de dextrosa (Difco ™); 15 g de Agar (Winkler ™); 10
g de papa deshidratada (Maggie ®) y 500 ml de agua destilada. Los frascos con el medio
homogenizado fueron autoclavados a 121°C y 15 psi. Una vez esterilizado, el medio APD fue
acidificado a pH 4,5 con acido lactico (Arquimed ®). Finalmente, placas plasticas de Petri, de 9
cm de didmetro, fueron preparadas usando 20 ml de medio APD en cada una, utilizando una

cabina de flujo laminar para evitar contaminaciones.

3.3.2. Agar Extracto de Malta (AEM)

El medio AEM fue preparado utilizando 7,5 g de extracto de malta (Laboratories ™); 10 g de Agar
(Winkler ™); y 500 ml de agua destilada. Los frascos con el medio homogenizado fueron
autoclavados a 121°C y 15 psi. Una vez esterilizados, placas plasticas de Petri, de 9 cm de
diametro, fueron preparadas usando 20 ml de medio AEM en cada una, utilizando una cabina de

flujo laminar para evitar contaminaciones.

3.3.3. Agar Maiz (AM)

El medio AM fue preparado utilizando 7,5 g de Agar Maiz (Winkler ™); y 500 ml de agua destilada.
Los frascos con el medio homogenizado fueron autoclavados a 121°C y 15 psi. Una vez
esterilizados, placas plasticas de Petri, de 9 cm de diametro, fueron preparadas usando 20 ml de
medio AM en cada una, utilizando una cabina de flujo laminar para evitar contaminaciones.

3.3.4. Agar Agua (AA)
El medio AA fue preparado utilizando 15 g de Agar (Winkler ™); y 500 ml de agua destilada. Los
frascos con el medio homogenizado fueron autoclavados a 121°C y 15 psi. Una vez esterilizados,

placas plasticas de Petri, de 9 cm de didmetro, fueron preparadas usando 20 ml de medio AEM

en cada una, utilizando una cabina de flujo laminar para evitar contaminaciones.
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3.4 Evaluacion del crecimiento de aislados de N. vagabunda en los medios de cultivo
APD, AEM, AM y AA

Los 10 aislados seleccionados se hicieron crecer en medio APD acidulado a una T° de
incubacion de 15°C y en oscuridad, por 30 dias. Luego desde las colonias formadas, un disco de
micelio (5 mm de didmetro) con la ayuda de un sacabocados, fue retirado de la placa de
crecimiento y puesta al centro de una placa de Petri conteniendo el medio de cultivo en estudio,
ya preparado previamente. Las placas fueron selladas con papel Parafilm y luego dispuestas en
incubacion a 0 y 20°C en oscuridad. El crecimiento radial fue medido semanalmente, hasta que
la colonia completara la totalidad de la placa de Petri. Las mediciones del diametro de la colonia

fueron realizadas con un pie de metro digital (Mitutuyo).

3.5 Disefio de experimento v analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar, correspondiendo la unidad experimental a una
placa de Petri. Por lo tanto, los 10 aislados fueron analizados segun su crecimiento en cada medio
de cultivo, utilizandose 3 repeticiones por cada aislado y medio de cultivo (tratamiento). Los datos
recolectados (mm de diametro de un aislado en un medio de cultivo y a una T° y tiempo de
incubacion) fueron sometidos a un analisis de varianza (ANDEVA). Las medias fueron separadas
a través de la prueba de rango multiple HSD Tukey (P<0,05). Se utiliz6 el programa estadistico
Statgraphics Centurion XVI Version 16.1.11 (StatPoint Technologies, Inc, Virginia, EEUU).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacion del crecimiento de aislados de N. vagabunda en los medios de cultivo APD,
AEM, AM y AA

Las manzanas, en especial las de cosecha tardia como Cripps Pink (Pink Lady®), son
infectadas durante su precosecha por el hongo fitopatdgeno N. vagabunda, principalmente en
sus lenticelas (Spotts, 2014). La infeccion permanece latente en almacenaje refrigerado hasta al
menos 3 meses, desarrollando inicialmente una lesion y luego desarrollandose en forma de
anillos concéntricos de diferente intensidad de color, lo que le da el nombre a la enfermedad de
pudricién Ojo de Buey. Para los estudios epidemioldgicos de esta importante enfermedad, es
necesario contar con micelio y esporas del hongo, de manera de realizar inoculaciones en forma
rapida, con abundante produccién de ambos tipos de estructuras y confiable (Everett et al., 2017).
El hongo N. vagabunda crece lentamente in vitro y a menudo es facilmente contaminado por otros

hongos y bacterias de mayor rapidez de crecimiento (Cameldi et al., 2017).

Este estudio demostré que los 10 aislados utilizados, independiente de su origen, fueron
capaces de crecer en los medios de cultivo APD, AEM, AA y AM a una T° de incubacién de 20°C
(Figura 4.1). Sin embargo, la tasa de crecimiento del hongo en el medio AEM fue inferior a la
lograda con los medios APD, AA y AM. En este medio, el crecimiento logrado luego de 5 semanas
a 20°C alcanz6 22,5 (x6,0) mm, siendo significativamente menor a lo presentado por los demas
medios APD, AAy AM, de 68,5 (£6,1), 74,8 (£3,3) y 62,8 (£12,7) mm, respectivamente. Cameldi
et al. (2017) y Olsson (1965) concuerdan que la temperatura 6ptima de crecimiento para N.
vagabunda es de 20°C, lo que demuestra que este factor no influyé en el menor crecimiento del
hongo en el medio AEM en nuestro estudio. Este medio de cultivo ha sido utilizado para la
produccion de conidias de N. vagabunda en estudios epidemiolégicos, demorandose al menos
60 dias (Amiri et al., 2008) por lo que nuevos métodos de crecimiento del hongo, mas rapidos y
eficaces, han sido estudiados usando AM (Everett et al., 2017) y Agar Tomate (Cameldi et al.,
2017). En nuestro estudio, el crecimiento de los aislados de N. vagabunda en AM fue similar al
obtenido con AA y APD a 20°C, aunque en este Ultimo se observa una tendencia a un mayor
desarrollo del micelio.
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Figura 4.1 Crecimiento (mm por semana) del hongo Neofabraea vagabunda (promedio de 10
aislados) en 4 medios de cultivo y a una temperatura de incubacién de 20°C. Barras verticales
indican la desviacion estandar del promedio estimado.

A la T° de incubacion de 20°C, el crecimiento del micelio de N. vagabunda desde el trozo de
micelio sembrado comenz6 a medirse a la primera semana, y completé la placa de Petri en el
medio AA, a las 5 semanas a esa T°. La tasa de crecimiento de N. vagabunda en el medio AA
fue de 14,8 mm a la semana (Figura 4.1). Sin embargo, cuando los mismos aislados crecieron en
los medios APD, AA, AM y AEM a una T° de incubacion de 0°C, sélo a las 3 semanas después
se pudo realizar la primera medicién del diametro del crecimiento miceliar. Ademas, la tasa de
crecimiento del micelio de N. vagabunda en los medios APD, AA, AM y AEM fluctuo entre 1,6 y
4,7 mm a la semana, siendo AA el de mayor desarrollo comparado con AEM que presento la
menor tasa. En el medio AA, el hongo en estudio demoré hasta 14 semanas en lograr completar
la placa (Figura 4.2). Sin embargo, en los estudios con 7 aislados de Phlyctema vagabunda de
Romero et al. (2018) ninguno de ellos pudo crecer en APD acidulado a 0°C durante las 6 semanas
gue duré la incubacion. Ellos estimaron que la T° 6ptima de crecimiento del micelio fluctuaba
entre 14,6 y 19,3°C, e indicaron que no existieron diferencias en la tasa de crecimiento de los 7
aislados estudiados en ese medio de cultivo. Distintos resultados muestran Cameldi et al. (2017),
ya que luego de 14 dias en Agar-Tomate, el crecimiento del micelio de 10 aislados de N.
vagabunda aumenté al subir la T° de incubacion de 0 (4,5 mm en promedio) a 10°C (22,7 mm en

promedio), siendo la T° de 20°C la que logro el mayor crecimiento (33,7 mm en promedio). A esta
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T° y luego de 14 dias, nuestros aislados chilenos presentaron un crecimiento similar de 34,6 mm
y 44,3 mm, pero en los medios AA y APD, respectivamente. Tanto en los estudios de Cameldi et
al. (2017) y los nuestros, los aislados de N. vagabunda estudiados pudieron crecer a 0°C, aunque
a una tasa menor que a 20°C. La epidemiologia de la enfermedad Ojo de Buey en Chile, indica
gue la infeccion de lenticelas en la piel de la manzana ocurriria en algiin momento en la
precosecha, permaneciendo latente hasta al menos 2-3 meses en almacenaje refrigerado, a 0°C
(Soto-Alvear et al., 2005). Esta infeccion ocurre a través de conidias del hongo, producidas
posiblemente en cancros pequefios en el mismo arbol (Sutton et al., 2014). En nuestros estudios,
se evalué6 el crecimiento del micelio en medios nutritivos, y a pesar de que a 0°C demoré 3
semanas en iniciar este crecimiento, este tiempo es muy menor a los 3 meses que demoraria una
infeccion latente de conidias, en situaciones naturales. Por lo tanto, la temperatura de incubacion
juega un rol importante en el desarrollo del hongo N. vagabunda tanto desde infecciones de

conidias como de micelio.
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Figura 4.2 Crecimiento (mm por semana) del hongo Neofabraea vagabunda (promedio de 10
aislados) en 4 medios de cultivo y a una temperatura de incubacion de 0°C. Barras verticales
indican la desviacién estandar del promedio estimado.
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4.2 Crecimiento in vitro de 10 aislados de N. vagabunda en los medios de cultivo APD, AEM,
AM vy AA

El crecimiento de los aislados de N. vagabunda (Cuadro 3.1) utilizados para evaluar su
comportamiento frente a distintos medios nutritivos de cultivo de hongos presentd algunas
diferencias dependiendo del aislado en estudio. En medio APD, el crecimiento fluctué entre 58,8
y 78 mm de diametro, siendo el aislado N°6, obtenido de la variedad Scarlett, el que presentd un
crecimiento significativamente menor al alcanzado por el aislado N°2 y 3, obtenido de una lesién
en manzanas Cripps Pink provenientes de Longavi y de Temuco, respectivamente (Cuadro 4.1).
Sin embargo, esta tendencia no fue consistente entre los distintos aislados y los demas medios
de cultivo en evaluacién. Por ejemplo, en medio AA, el crecimiento fluctué entre 65,7 mm de
diametro para el aislado N°8 y 76,6 mm para el aislado N°1, ambos obtenidos de una lesion en

manzana Cripps Pink provenientes de Chimbarongo y Angol, respectivamente.

Cuadro 4.1. Crecimiento micelial (mm) de aislados (n=10) del hongo Neofabraea vagabunda
luego de 5 semanas de crecimiento in vitro a 20°C.

Didmetro de la colonia (mm) a 20°C
Aislado
APD AEM AA AM
1 70,5 ab 25,1 bc 76,6 a 70,5 a
2 78,0 a 30,2 a 75,9 a 65,4 a
3 77,1 a 233 ¢ 76,3 a 76,0 a
4 68,7 ab 218 ¢ 72,7 ab 58,9 a
5 62,3 ab 31,0 a 76,2 a 66,1 a
6 588 b 28,5 ab 75,4 a 72,9 a
7 64,9 ab 24,3 bc 749 a 63,2 a
8 71,3 ab 24,9 bc 65,7 b 64,5 a
9 68,6 ab 221 c 75,8 a 30,2 b
10 65,6 ab 214 c 76,3 a 58,1 a
Promedio 68,6 25,2 74,6 62,6
Significancia 0,009 <0,001 0,002 <0,001
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Al evaluar el crecimiento in vitro de los aislados a 0°C, se observa una mayor variabilidad de
desarrollo en los distintos medios de cultivo (Cuadro 4.2). En APD, el crecimiento luego de 14
semanas a 0°C fluctud entre 51,7 y 68,3 mm de diametro, para los aislados provenientes de
Yerbas Buenas y Chimbarongo, respectivamente. Nuevamente, esta tendencia no se mantuvo
con estos aislados y los otros medios de cultivo.

Cuadro 4.2. Crecimiento micelial (mm) de aislados (n=10) del hongo Neofabraea vagabunda
luego de 14 semanas de crecimiento in vitro a 0°C.

Diametro de la colonia (mm) a 0°C
Aislado

APD AEM AA AM

1 64,5 ab 27,0 ab 72,7 ab 49,0

2 65,4 ab 29,1 ab 75,4 a 58,1

3 57,3 bc 27,4 ab 76,1 a 51,6

4 64,8 ab 26,0 b 64,1 bc 46,2

5 58,5 bc 32,7 a 59,2 ¢ 37,3

6 58,0 bc 29,2 ab 71,0 ab 45,7

7 545 ¢ 243 b 70,8 ab 4477

8 68,3 a 26,4 ab 64,3 bc 29,3

9 51,7 ¢ 234 b 70,0 ab 28,8
10 63,5 ab 245 b 748 a 39,5
Promedio 60,7 27 69,8 43
Significancia <0,001 0,002 <0,001 0,058
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V. CONCLUSIONES

Todos los aislados de N. vagabunda pudieron crecer en los medios de cultivo Agar Papa

Dextrosa, Agar Agua, Agar Extracto de Malta y Agar Maiz, tanto a 20°C como a 0°C.

Los medios de cultivo Agar Papa Dextrosa y Agar Agua permitieron el mayor crecimiento
de los aislados del hongo N. vagabunda tanto a las temperaturas de incubacién de 0 y
20°C.

En el medio de cultivo Agar Extracto de Malta, los 10 aislados de N. vagabunda
presentaron un crecimiento significativamente menor a los deméas medios, tanto a las

temperaturas de incubacion de 0 y 20°C.
No se observd ninguna tendencia en el crecimiento de los 10 aislados de N. vagabunda

en los cuatro medios de cultivo evaluados que indicara que algun aislado o grupo de ellos

tuviera un comportamiento diferenciador.
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