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RESUMEN

La variedad de manzanos Fuji, Galay Cripps Pink, son importantes en la Region del Maule.
La muerte regresiva de arboles de manzanos es uno de los principales problemas que
presenta la produccién a nivel de campo. Esta enfermedad es causada por especies de
Botryosphaeriaceae, que provocan sintomas de muerte de ramillas, brazos y plantas,
disminuyendo la productividad de los huertos comerciales. Sin embargo, a nivel nacional no
se ha estudiado la eficacia de fungicidas. Por esta razén, lainvestigacion se centré en estudiar
la sensibilidad in vitro de fungicidas (grupos SDHI, MBC, Qol y DMI) contra
Botryosphaeriaceae y determinar la eficacia como protectores de heridas de poda contra
Diplodia seriata. Los resultados de la sensibilidad in vitro en medio APD (2%), mostraron que
los aislados de D. seriata, Lasiodiplodia theobromae y Neofusicoccum arbuti fueron sensibles
a los fungicidas benomil (MBC) con valores de EC50 entre 0,07 a 0,422 ug/ml y para
tebuconazol (DMI) valores entre 0,12 y 046 pg/ml (EC50). Para los fungicidas piraclostrobin
(Qol) y boscalid (SDHI) los valores de EC50 variaron entre 0,58 a 39,6 ug/mly 10,03 a 1383,8
pg/ml, respectivamente. Los productos fungicidas obtuvieron una eficacia entre un 40% para
el producto en base a Trichoderma sp. (Utalca) y 78% para el producto benomil aplicados en
forma liquida. Interesantemente, los productos biolégicos comerciales basados en consorcios
biolégicos proporcionaron una eficacia de 55% para su version liquida (Mamull) y 62% para

su version en pintura (Coraza).

Palabras clave: Manzanos, Heridas de poda, Fungicidas, Infeccién.



ABSTRACT

Apple trees cvs. Fuji, Gala and Cripps Pink, are important in the Maule Region. The canker
and dieback of apple trees is one of the main problems of production at the field level. This
disease is caused by Botryosphaeriaceae species, which cause symptoms of death of twigs,
arms and plants, reducing the productivity of commercial orchards. However, at the national
level the efficacy of fungicides has not been studied. For this reason, the research focused on
studying the in vitro sensitivity of fungicides (SDHI, MBC, Qol and DMI groups) against
Botryosphaeriaceae and determining their efficacy as pruning wound protectors against
Diplodia seriata. The results of the in vitro sensitivity in APD medium (2%), showed that the
isolates of D. seriata, Lasiodiplodia theobromae and Neofusicoccum arbuti were sensitive to
benomyl fungicides (MBC) with EC50 values between 0.07 to 0.422 pg / ml and for
tebuconazole (DMI) values between 0.12 and 046 pg / ml (EC50). For the fungicides
pyraclostrobin (Qol) and boscalid (SDHI) the EC50 values ranged between 0.58 to 39.6 ug /
ml and 10.03 to 1383.8 pg/ ml, respectively. The commercial fungicides obtained an efficiency
between 40% for the product based on Trichoderma sp. (Utalca) and 78% for the benomyl (
applied as spray. Interestingly, commercial biological products provided an efficiency of 55%

(Mamull; sprayed application) to 62% (Coraza, painted application).

Key words: Apple trees, Pruning wounds, Fungicides, Infection.
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1. INTRODUCCION

El manzano (Malus x domestica borkh) es una especie lefiosa y de hoja caduca que
pertenece a la familia Rosaceae, uno de los primeros arboles cultivados por el hombre,
remontando su domesticacion al siglo X; siendo su centro de origen en la zona de Asia y
Turkestan, siendo introducido a Europa por los romanos y posteriormente a América por los
ingleses, en el siglo XVII. Para el siglo XIX el manzano se encontraba plenamente establecido
en toda América (CIREN, 2017).

Actualmente el cultivo del manzano de cultivares rojos abarca una superficie aproximada
de 29.698 hectareas, siendo la Region del Maule, la mas importante con 18.863 hectareas
(63,5%), seguido por la Region de O"Higgins con 6.777 ha (22,8%), Regién de La Araucania
con 2.313 ha (7,7%) y la Region del Bio Bio con 1.415 ha (4,8%) en Chile (ODEPA, 2014).

En el mercado internacional, Chile se encuentra posicionado dentro de los diez mayores
exportadores de manzanas a nivel mundial, segun cifras del Centro de Comercio Internacional
(CCI), en 2010 Chile fue el segundo exportador mundial de manzanas, repitiendo la alta
ubicacién lograda en el afio 2006, que disputa constantemente con Italia y Estados Unidos
(INIA, 2015).

Dentro de las labores que se le realizan al manzano se encuentran las podas de invierno,
que comienzan desde la caida de hojas hasta el desborre. Son menos debilitantes si se
realizan bastante pronto, antes de que se produzca la emigracién de las reservas hacia los
organos extremos. La poda precoz tiene, pues, el inconveniente de que las heridas quedan

sin cicatrizar durante todo el invierno, expuestas a diferentes infecciones (Coutanceau, 1976).

La produccibn de manzanas, presentan algunos problemas como los asociados a
desordenes fisioldgicos (ej, Bitter pit) y presencia de enfermedades y plagas. En cuanto a las
enfermedades, los principales agentes causales asociados son los hongos a nivel nacional
(Latorre, 2004). En Chile el manzano se ve afectado por enfermedades de importancia como
lo son el cancro europeo de manzano (Neonectria ditissima), muerte regresiva de brazos
(Botryosphaeria dothidea) y enfermedades que afectan al follaje y frutos como la sarna del
manzano (Venturia inaequalis) entre otras (Latorre, 2018).

Recientemente en Chile, se ha descrito una importante presencia de muerte regresiva de

brazos en manzanos en la Region del Maule (Herrera, 2018). Previamente, el Unico trabajo



disponible solo describié a la especie B. dothidea causando muerte regresiva (Latorre y
Toledo, 1984). En este sentido, en la actualidad se han descrito a las especies Diplodia
seriata, Lasiodiplodia theobromae y Neofusicoccum arbuti asociados a la muerte de brazos
en manzanos de la Region del Maule. La nueva descripcién de especies y la falta de
informacién sobre efectividad de fungicidas hace necesario conocer la eficacia de los
fungicidas disponibles nacionalmente para controlar a estas especies. Por lo tanto, a

continuacion, se plantea la hipétesis y objetivos del presente estudio:
1.1 Hipétesis
Las especies de Botryosphaeriaceae muestran sensibilidad in vitro a fungicidas sintéticos

y la proteccion de heridas frescas de manzanos con aspersiones liquidas son eficaces en

disminuir la infeccién asociada a Diplodia seriata en ramillas de manzano en el huerto.

1.2 Objetivo General

Determinar la sensibilidad y la eficacia de fungicidas comerciales en el control de

Botryosphaeriaceae causando muerte regresiva en manzanos.

1.3 Objetivos Especificos

e Evaluar la sensibilidad in vitro (CE50) de aislados de Diplodia seriata, Lasiodiplodia
theobromae y Neofusicoccum arbuti a los fungicidas piraclostrobin (Qol) boscalid (SDHI),
benomil (MBC) y tebuconazol (DMI).

. Evaluar la efectividad de la proteccién de heridas de poda con productos fungicidas
y biocontroladores de ramillas en un huerto comercial de manzana cv. Fuji contra la
infeccién de Diplodia seriata.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 El manzano

El manzano (Malus x domestica Borkh) produce una de las frutas mas conocidas y
consumidas en el mundo ‘la manzana’, donde la riqueza en antioxidantes y su beneficio en la
salud son ampliamente conocidos y la hacen una de las frutas mas aceptadas en programas
alimenticios. Sus beneficios y aportes nutricionales son ampliamente estudiados (Boyer y Liu,
2004). Es maés, recientemente Raudone et al., 2017 establece las caracteristicas y
propiedades del manzano en el tratamiento nutricional de enfermedades asociadas a
problemas cardiovasculares, inflamatorias, microbianas y cancerigenas lo que permite un
equilibrio al momento de la ingesta de compuesto fendlicos presentes incluyendo acidos
hidroxibenzéicos (acido galico, acido syringico, acido gentisico), acido hidroxicinamico y sus
derivados (acido p-cumarico, acido cafeico, acido ferdlico, acido clorogénico), flavonoides
(quercetina, epicatequina, catequina, procianidinas) y antocianinas (cianidinas y sus

glucésidos).

En la actualidad existen mas de siete mil variedades, las cuales gracias a su rigueza en

antioxidantes forman parte de numerosos estudios entre los productos hortofruticolas. Entre
las especies méas conocidas por su alto valor y rendimiento haciéndolas comerciales se
encuentran las del grupo “Fuji”, “Gala”, “Golden”, “Granny Smith”, Cripps Pink’ y “Red
Delicious” entre otras (Gil, 2012). La manzana es un fruto de gran valor, considerado como el
producto horticola mas importante de la nutricion humana en el mundo. Los mayores
productores son China con una produccion estimada en 49% y Estados Unidos con 7%.
A nivel nacional, la superficie plantada de manzanos es de alrededor de 32.370 hectareas,
siendo las variedades rojas las mas importantes. La principal zona productora de manzana
se localiza entre las regiones del General Bernardo O’Higgins y del Maule, siendo esta ultima
la de mayor superficie con 19.636 ha, correspondiendo al 60% de la superficie nacional
(ODEPA, 2019).

2.1.1 Descripcion Botanica

El manzano pertenece al Reino Plantae, Subreino Tracheobionta, Division Magnoliophyta,
Clase Magnoliopsida, Subclase Rosidae, Orden Rosales, Familia Rosaceae y género Malus.

Las plantas pertenecientes a la familia de las Rosaceae, pertenece a la subfamilia Maloideae



(Pomoideae) corresponden a arbustos, hierbas, arboles, con flores terminales, en racimo o
cimas, pétalos de 3-5 libres o unidos, hojas simples a compuestas, semillas sin endosperma
0 escaso, estambres numerosos, libres. Esta familia incluye la mayor parte de las especies
de fruta de consumo masivo entre la que destaca la manzana (Gil, 2009). La familia de las
rosaceas comprende alrededor de cien géneros, en las que se reparten alrededor de tres mil
especies, originarias sobre todo de las regiones templadas y subtropicales del hemisferio
boreal (Merlet et al., 2016).

Las caracteristicas genéticas de la especie definen a la pomoideas con 17 cromosomas,
se caracteriza por: “hojas ovaladas, elipticas, lanceoladas, oblongas, lobuladas o aserradas”
(Baugher, 2003), de esta forma se presentan las condiciones para enfrentar los cambios de
temperatura de las regiones en las que se cuenta con mayor produccién, se producen
gemaciones ovoides y pequefias con escamas diferenciandose de las yemas reproductivas
por su presentacién en posicion terminal y ocasionalmente se presentan en yemas laterales
como el caso de una de las especies la Granny Smith que se caracteriza por yemas mixtas,
con entre cinco y ocho flores. Las flores son de color blanca, rosas o carmin organizadas en
cimas que da origen al desarrollo de un fruto carnoso e indehiscente, oblongo, conico u obicuo
con tamafio entre 2 a 13 cm (Baugher, 2003). El tiempo de maduracién varia entre 70 y 180

dias segun la especie.

2.1.2 Morfologia

El arbol alcanza unos 10 metros de altura y tiene una copa en forma de globo. El tronco
es derecho, la corteza es lisa, de color ceniciento verdoso sobre las ramas y escamosa y gris
parda sobre las partes viejas del arbol. Las plantas se injertan en angulo abierto sobre el tallo,
de color verde oscuro. El sistema radical es lefioso; las plantas de semilla tienen una 0 méas
raices pivotantes, mientras que las de estacas, tienen varias raices principales alrededor del
tronco (Merlet et al., 2016).

La profundidad radical depende del tipo de portainjerto y de la calidad del suelo. Las hojas
son de forma oval, bordes aserrados, nervios alternados y bien desarrollados (Gil, 2009). Las
flores son grandes, se abren unos dias antes que las hojas y son hermafroditas de color rosa
pélido, son sensibles a las heladas tardias en invierno (Gil, 2012). La manzana es un fruto
carnoso, tanto la forma como el color y el sabor difiere dependiendo de la variedad (Merlet et
al., 2016).



2.2 Ciclo del manzano

Se cultiva en zonas con inviernos frios, en la actualidad se han ampliado a areas de clima
templado o tropical. Dependiendo el clima el arbol demostrara cambios morfoldgicos, los que
permitiran regular los manejos agronémicos del manzano, los cuales apuntan a diferentes
objetivos. Un ejemplo de esto es la poda invernal, la cual se realiza durante el receso, esto
es para que las ramas crezcan separadas, contribuyendo una adecuada exposicion a la luz
al arbol y formacion y distribucion de la ramillas productivas (Yuri y Lepe, 2007).

Cuadro 2.1. Requerimiento de horas frio por variedad de manzanos

Variedad Zona calida Zona fria
Pink Lady - <500
Granny Smith 600-800 1.040
Braeburn 740 1.150

Grupo Fuji 600 - 800 1.050

Grupo Gala 600 - 800 1.150

Grupo Delicious | 600 — 800 1.200-1.300

Fuente: Yuri, y Lepe, 2007.

En el ciclo de vida del manzano, se evidencian la perdida de hojas en las estaciones de
otofio e invierno entrando posteriormente en un estado de reposo hasta que se inicia la
temporada de primavera a este periodo se le denomina dormancia, en esta etapa se produce
el almacenamiento del nitrégeno, fosforo y potasio (Yuri y Lepe, 2007).



Figura 2.1. Estados fenoldgicos de Malus domestica.
Fuente: Portal Fruticola, 2018

En este proceso del ciclo, el manzano necesita temperaturas invernales de forma tal que
actue como inhibidor y se paralice el crecimiento de yemas y de frutos (Gil, 2012). Someter a
los manzanos a bajas temperaturas segura el retraso en la aparicién de brotes,
especialmente en érganos vegtativos y frutos (Gil, 2012). Posteriormente en el surgimiento
de los brotes se da origen a tallos, yemas, hojas y floracién, de esta forma con temperaturas
cercanas a los 21 ° C (maximo) y 10° C (minimo) se activan las enzimas y promueven el
desarrollo y maduracion de las hojas para dar inicio al almacenamiento de nutrientes para la

preparacién de la cosecha (Yuri y Lepe, 2007).

Los frutales anualmente se le diferencian los estadios de desarrollo incluyendo (Figura
2.1.): “dormancia, desarrollo vegetativo, formacion de yemas, floracion, fructificacion,

maduracion y cosecha” como lo establece Urbina (2010).



2.3. Situacién actual de superficie de manzanos en Chile

El manzano es la cuarta especie mas plantada a nivel nacional, después de la uva de
mesa (45.489 ha), nogal (43.327), cerezo (39.645 ha) El area plantada en nuestro pais
alcanzaria unas 32.313 hectareas aproximadamente que representan un 9,45% del total
nacional (ODEPA, 2020). Siendo las Regiones del Maule y O’Higgins las que reunen un 87%

de la superficie plantada nacional, seguidos por la Regién de la Araucania y Bio-Bio.
2.4, Cultivares de manzano

Existen numerosos tipos de cultivares de manzanos que se adaptan a las condiciones y

zonas productoras del pais entre ellas destacan (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Cultivares de manzano con sus respectivos frutos.

2.4.1 Fuji

Cultivar originaria de Japén, su produccion va orientada a mercados especificos por sus
caracteristicas de produccion. La piel es de color rojo brillante sobre un fondo de color verde
claro, la pulpa blanco amarillenta, crocante aromatico, y muy dulce (L6pez-Hernandez, 2017).
Madura a mediados de septiembre. La fecundacién es autdgama y con 550 horas de frio
(Adams, 2006). Su tallo es pequefio y es considerada en el mercado como una de las
variantes mas apreciada por su textura crujiente, buen tamafio y un tiempo de conservacion

superior a otras variantes.



2.4.2 Royal Gala

Cultivar proveniente de Nueva Zelanda (1939), el arbol es medianamente vigoroso,
productivo, de rapida entrada a produccién y poco alternante (LOpez-Hernandez, 2017). Fruto
de textura firme, equilibrada entre dulce/acida; color de la cascara anaranjado/rojizo; cosecha
temprana, autopolinizante y con 550 horas de frio (Adams, 2006). Su produccidn es constante

en el mercado nacional.

2.4.3 Granny Smith

Originaria de Nueva Zelanda. Fruto de textura firme, agria, de madurez tardia, color de la
cascara verde, autopolinizable. Con requerimientos de frio de 600 horas (Adams, 2006).

Su tamafio predominante es mediano de forma redondeada, se caracteriza por tener fondo
blanco verdoso, jugosa y con una ligera acidez. Requiere de ambientes frios y su floracion se
produce a mediados de octubre. Esta variedad produce un rendimiento promedio de 25 a 30
toneladas (Fautapo, 2014) lo que la convierte en un cultivar de alto consumo en las regiones

donde se produce.

2.5 Aspectos agronémicos del manzano

En el cultivo de la manzana soporta temperaturas inferiores a los -10°C, sin que por ello
se afecte su corteza (Gil, 2009), Sin embargo, aunque al descender por debajo de los -15°C
pueden perderse algunas yemas florales. Su mayor limitacion es el requerimiento de horas
frio, por encima de las mil horas frio (en funcién de las variedades). Las caracteristicas de la
zona radicular, permiten que se extienda a nivel superficial abarcando una mayor superficie y
permitiendo una mayor absorcion de nutrientes, de esta forma se alcanza el soporte necesario
para el eje central y le permite vivir en suelos poco profundos. Sin embargo, por estas
caracteristicas, es necesario cuidar el sistema de riego debido a la posibilidad de altas
saturaciones con las que la corre el riesgo de producir hinchamiento y ruptura de las paredes
celulares ocasionando su muerte. Estas caracteristicas le permiten tolerar la presencia de
césped en la superficie, lo cual no es comun de los frutales debido a las condiciones de

humedad a las que se hace referencia.

El manzano requiere de suelos que retengan la humedad, de esta forma la porosidad de
los mismos, permite la oxigenacién de las raices otorgandoles la posibilidad de enraizarse
con facilidad en zonas susceptibles tanto a la inundacién como a climas mas secos.



Esta particularidad, protege la fase de floracién en temperaturas menores a los 0°C, su
mecanismo de propagacion varia desde las semillas hasta el uso de estacas o injertos en
plantas afines lo cual representa una ventaja para ofrecerle la resistencia necesaria contra las
plagas y los cambios climéticos drasticos como heladas o periodos extensos de lluvia (Merlet
et al., 2016).

La necesidad de contar con suelos profundos (1,20 a 1,50 m) le otorga la posibilidad de
sobrevivir a condiciones extremas y sobreponerse al periodo invernal, el pH requerido en el
suelo oscila entre 6.5 -7.5 el cual se corresponde con la descripcion de suelos arenosos con
subsuelos fértiles. Por esta razon, al momento de instalar un cultivo, el productor debe realizar
un estudio previo y de ser necesario realizar lavados de suelo y enmiendas quimicas que
otorguen el equilibrio el mismo puede alcanzarse con mezclas de yeso agricola y drenajes

permitiendo asi asumir un buen plan de fertilizacion (Urbina, 2010).

2.6 Poda

El objetivo principal de esta labor es dejar el arbol bien iluminado, eliminando las ramas y
mamillas que impidan la entrada de luz, es decir, aquellas altas, muy grandes, muy bajas, las
gue estan en la misma direccién y que no estan suficientemente separadas y las demasiado

largas hacia la entre hilera (Coque et al., 2012).

Si se eliminan todas las ramillas por encima de las ramas, se produce un problema, que
consiste en tener las ramas con muchos chupones todos los afios y con pocas ramillas
productivas. Por el contrario, al dejar mas ramas nuevas por encima de las anteriores, algunas
se encardaran y el resto seguira creciendo sin producir yemas florales. Las ramas y ramillas
sombrias produciran poca fruta y de baja calidad (Warrington y Weston, 1990).

Es asi, como la poda tiene como objetivo principal la regulacion de la capacidad vegetativa
y reproductiva de las plantas, garantizando una mayor produccién y eficacia al momento de
la cosecha. Considerando la variedad y las condiciones de climay suelo, la poda se constituye
en el mecanismo de regularizacién manteniendo las condiciones de iluminacién y aireacion
necesarias para aumentar la capacidad reproductiva. La eliminacion de ramas rotas, secas 0
dafiadas permite el ahorro de la mano de obra al hacer méas facil el trabajo de la colecta
(Warrington y Weston, 1990).



2.6.1 Poda de plantacion

Se emplea con frecuencia para nivelar la porcién aérea del manzano y la porcion radicular,

se emplea en el momento de la plantacion (Ojer et al., 2011).

2.6.2 Poda de formacioén

Este tipo de poda se emplea con frecuencia en los primeros afios de la planta, de esta
forma se logra la estructura en los arboles para optimizar los sistemas de conduccién y

transporte de nutrientes; por ejemplo: eje central, vaso entre otros (Gil, 2009; Ojer et al., 2011).

2.6.3 Poda de fructificacion

Es la poda que se emplea para potencializar la carga de las frutas, de esta forma se
alcanza el crecimiento vegetativo y reproductivo del manzano, obteniendo una mayor
produccién. Son podas que se emplean en el periodo final del ciclo productivo, de esta forma
se prepara el manzano para un nuevo periodo de formacién y fructificacion al estimular la

actividad vegetativa de la misma (Warrington y Weston, 1990).

Es importante sefialar que, segun Latorre, (2004), se debe evitar realizar la poda en dias
hamedos y lluviosos, ademas de proteger inmediatamente las heridas de poda con el uso de

mezclas fungicidas, para evitar el ingreso de hongos de la madera en la planta.

2.7 Principales enfermedades del manzano en Chile

En Chile el cultivo del manzano es afectado por varios problemas fitopatoldgicos, los
cuales disminuyen su productividad y longevidad, ademas de afectar a la fruta (manzana)
durante su maduracion, almacenamiento y transporte (postcosecha) (Latorre, 2018). Entre las
enfermedades de mayor importancia en el manzano se destacan las micosis, siendo las mas
habituales y problematicas que incluyen a la sarna del manzano causada por Venturia
inaequalis la mas importante que afecta cada temporada (Sutton et al., 2014; Latorre, 2018).
El Cancro europeo del manzano causado por Neonectria dittisima y Cancro aspero y muerte
regresiva de brazos causado por Botryosphaeria dothidae y Diplodia seriata, son
enfermedades que afectan a la madera de ramillas, brazos y troncos (Figura 2.4). Las
pudriciones en frutos como la pudricién calicinal de los frutos causada por Botrytis cinerea y
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el ojo de buey causado por Phlyctema vagabunda (Figura 2.5), son importantes que afectan
a los frutos a nivel nacional (Latorre, 2004; Ferrada, et al., 2017).

Figura 2.3. Cancros en la madera de manzanos: Cancro europeo del manzano (A) con
sintomas de cancros elipticos anaranjados en ramillas que muestra inicio de infeccion desde
alrededor de la yema, y cancro anillado en tronco adulto (B) que provocan estrangulamiento
de ramas y troncos asociados a Neonectria ditissima; Cancro y muerte regresiva de
manzanos (C) causado por Diplodia seriata. Fuente G. Diaz.

Figura 2.4. Pudriciones de frutos de manzana. Pudricién calicinal asociado a Botrytis
cinerea en un huerto comercial cercano a la cosecha (A). Manzana con lesiones concéntricas
denominada ojo de buey asociado a Phlyctema vagabunda durante almacenaje en frio por 60
dias (B). Fuente G. Diaz.
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2.8 Botryosphaeriaceae causante de cancros y muerte regresiva en manzanos

La familia Botryosphaeriaceae, esta compuesta en parte por hongos fitopatdgenos
oportunistas que pueden provocar la pudricion de frutas, manchas en las hojas, gomosis,
pudricion en el cuello, cancros en la madera, tizon de brotes y plantulas, muerte regresiva y

completa de especies lefiosas (Pelleteret et al., 2017; Alves et al., 2013).

La familia Botryosphaerioceae esta compuesta por 18 géneros de anamorfos (estado
asexual) que han sido asociados a Botryosphaeria, los cuales se han reducido bajo la
sinonimia como por ejemplo Diplodia (conidios mayoritariamente ovoides, pigmentados y
paredes gruesas) o Neofusicoccum (conidias en su mayoria fusoides, hialinos y paredes
delgadas) entre otros géneros (Crous et al., 2006). En Chile, estas especies como D. seriata,
Neofusicoccum parvum, N. arbuti, D. mutila han sido descritas previamente causando cancros
y muerte de brazos, ramillas y cargadores en frutales como vides (Diaz et al., 2013); nogales
(Diaz et al., 2018), arandanos (Espinoza et al., 2009).

En Chile previamente se habia descrito a la especie B. dothidea causando cancros en
manzanos en Curicé (Latorre y Toledo, 1984) y D. seriata en huertos de la Regién del Maule
(Diaz et al., 2019b). En Chile, recientemente se describieron y caracterizaron a las especies
Diplodia seriata, Lasiodiplodia theobromae y Neofusicoccum arbuti causando muerte
regresiva en manzanos en la Regién del Maule (Rossi, 2019) (Figura 2.7).

A B \ c

— —

Figura 2.5. Conidias de especies de Botryosphaeriaceae causantes de muerte regresiva
en manzanos en Chile. A, Conidias maduras de forma ovoide a elipsoides, de color café
oscuro, de extremo obtuso, con una base truncada, aseptada, de paredes lisas y delgadas de
Diplodia seriata. B, Conidias de forma subovoide a elipsoide de é&pice ampliamente
redondeada, con base truncada, de paredes finas, inicialmente hialina y aseptada, pero pardo
oscura y septada en la madurez, con patrén de estriado en la superficie de Lasiodiplodia
theobromae. C, Conidias fusiformes, hialinas, aseptadas de base truncada y apice obtuso de

Neofusicoccum arbuti. Barra = 10 um. Fuente: Rossi, 2019.
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2.9 Incidenciay sintomas de muerte regresiva en manzanos

La cancrosis y muerte regresiva de manzanos o conocida en inglés como ‘canker and
dieback of apple trees’ es una micosis de una importancia relativa, que se ha incrementado
en los Ultimos afios en varias partes donde se producen manzanas (Latorre, 2018; Sutton et
al., 2014; Sessa et al., 2016). Es mas, reportes han indicado incidencias entre un 5y 15% de
plantas de manzanos con cancrosis y muerte regresiva, la cual se ha incrementado hasta en
un 35% en trabajos recientes realizados en Uruguay, Estados Unidos y Sudafrica (Sutton et
al., 2014, Delgado-Cerrone et al., 2016).

Figura 2.6. Sintomas de cancrosis y muerte regresiva en manzanos en huertos

comerciales cv. Cripps Pink en la Region del Maule. Fuente: Diaz, G. 2020.

Los sintomas asociados a las infecciones por Botryosphaeriaceae en manzanos incluyen
una declinacién general de la planta, presencia de cancros rugosos y alargados, muerte de
ramillas y muerte regresiva de brazos y troncos (Figura 2.7) (Latorre y Toledo, 1984; Diaz et
al., 2019b; Brown y Hendrix, 1981; Delgado-Cerrone et al., 2016). En cortes longitudinales y
transversales de brazos enfermos presentaban pudricién dura de la madera (Figura 2.8).
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Figura 2.7. Corte transversal de brazos con cancrosis y muerte regresiva en manzanos

mostrando pudricion parda de consistencia dura de forma V o U. Fuente: Diaz, G. 2020.

2.10 Epidemiologia y heridas de poda

Los estudios realizados por Sutton et al., (2014); Diaz y Latorre (2020) han demostrado
gue el ciclo de la enfermedad a nivel de campo, se inicia con la planta de manzano enferma
en el huerto (infeccion de campo). En ramillas, brazos y troncos enfermos desarrollan cancros
en donde son una de las principales fuentes de in6culo al tener estructuras reproductivas de
los hongos (picnidios). Estas estructuras reproductivas asexuales (picnidios) de las
Botryosphaeriaceae se desarrollan en abundancia sobre los residuos de poda dejados en el
suelo de los huertos de manzanos (fuente de in6culo importante). Los frutos con pudricion
negra dejados en el suelo o momificados en los arboles son otra fuente de inéculo potencial
en el huerto al contener también picnidios (Caceres et al., 2016; Diaz et al., 2019b) (Figura
2.8).

Los picnidios, con la lluvia se hidratan y con el salpicado de las precipitaciones y el viento,
se diseminan, pudiendo llegar a las heridas frescas de poda y es entonces cuando se inicia
una nueva infeccion en las ramillas o brazos en el huerto de manzanos. Las heridas de poda
es el periodo critico (donde deben protegerse), al ser la via de entrada. Las heridas infectadas
por el ingreso de Botryosphaeriaceae, desarrollan cancros y necrosis de la madera con los

meses y afios, pudiendo causar la muerte de ramillas y brazos (Figura 2.8).
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,‘ durante precipitaciones y dispersada por el
=1 salpicado de lluvia, viento o insectos

germinan en
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Figura 2.8. Ciclo de la enfermedad cancrosis y muerte regresiva en manzanos asociados

a especies de Botryosphaeriaceae. Diaz y Latorre (2020).

2.11. Métodos de Control

Actualmente no existe ninglin medio curativo de estas enfermedades afectan a la madera,
por lo que su control solo se efectlia de forma preventiva junto con manejos culturales. Dentro
de los controles preventivos se encuentran las sustancias quimicas (en diferentes
formulaciones e ingredientes activos) que previenen en la infeccién de estos fitopatdgenos
mediante sus aplicaciones sobre las heridas dejadas en la poda (Diaz y Latorre, 2013; Latorre
et al., 2013).

2.12 Fungicidas Comerciales
Los fungicidas son aquellos plaguicidas empleados en la proteccién de los cultivos,
especificamente para casos de infeccion con hongos inhibiendo o eliminando el hongo

causante de las enfermedades.

2.12.1 Mamull
La presentacién en polvo permite su aplicacion al mojarse, se compone de cepas nativas

de microorganismos colonizadores de tejidos vegetales, heridas de poda y heridas por causas

naturales. Es un estimulante biolégico que puede ser empleado directamente sobre la herida,
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cancros o cortes. Esta compuesto por cepas de Bionectria ochroleuca, Trichoderma gamsii e
Hypocrea virens las cuales tienen accion fungicida, en el caso especifico de Bionectria
ochroleuca e Hypocrea virens actta como un inhibidor al competir con el hongo en una funcion
de parasitismo; mientras que el Trichodema gamsii actia a nivel de microparasitismo, por
esta razon su aplicabilidad en plantas permite la cicatrizacion y de esta forma al no haber
heridas expuestas no se propaga ni se infecta de cancros causados por los hongos
fitopatdgenos. Estos tres biocontroladores no requieren limpieza fisica, lo cual facilita el
trabajo en los cultivos, siendo aplicado con facilidad en las heridas naturales y de poda. L a

formulacion de Mamull®, es una mezcla de micelio y conidias de los hongos biocontroladores.

2.12.2 Coraza

Es un fungicida bactericida de componentes biol6gicos que se caracteriza por presentar
cepas de microorganismos que invaden los tejidos vegetales. Su composicién se basa en
micelios y conidias de la cepa Mitique del hongo Bionectriaochroleuca, que combinado con
cepas de Copihue de bacterias se combina con las cepas del hongo dando como producto un
fungicida de tres biocontroladores (Bionectria ochroleuca Cepa Mitique, Hypocrea virens cepa

Nire y Bacillus licheniformis cepa Copihue).

Las cepas de Bionectria ochroleuca, Hypocrea virens cumplen una funcién fungicida y
bactericida compitiendo con el hongo creando inhibicion y parasitismo; mientras que el y
Bacillus licheniformis solo actia como inhibidor, de esta forma se crea una pelicula
cicatrizante sobre la herida y cumple funcién curativa. Los biocontroladores se presentan
como micelio y conidias de los hongos; mientras que la bacteria se presenta en forma de

espora.

2.12.3 Trichoderma

Es un hongo anaero6bico que se emplea con frecuencia como agente de control biolégico
contra diversos patdgenos vegetales. Su uso en el tratamiento de suelos para la proteccion
radicular es ampliamente conocido de esta forma se evita el contagio por hongos. Se
comporta como pardsito saprofitico con capacidad reproductiva alta, lo cual lo hace accesible
como control biolégico debido a su habilidad para sobrevivir en condiciones ambientales
extremas. Trichoderma, actia sobre la rizésfera con un crecimiento micelar rpido y gran
produccién de esporas lo que ayuda a la proteccién del sustrato y del suelo. Al momento de

su exposicion con el sustrato, se genera mecanismos de competencia por espacio y
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nutrientes, por esta razén actda como un biocontrolador, su capacidad de invadir espacios
con rapidez permite abarcar mayor superficie garantizando la acciéon de compuestos
organicos que inhiben el crecimiento de microorganismos patégenos. En este proceso se
involucran enzimas liticas extracelulares, antibiéticos y compuestos que promueven la

formacion de condiciones bioldgicas para la colonizacion del suelo.

2.12.4 Podexal

Es un fungicida formulado para la proteccién de heridas de poda, se aplica directamente
sobre el corte protegiéndolo de la infeccién por germinacion de esporas o desarrollo de
micelios que atacan con frecuencia heridas en madera. Su presentacién comercial es una
pintura fungicida con piraclostrobin (Qol, inhibidores de la quinona extrena, inhibibe la cadena
trasnportadora de electrones en la respiracién) como ingrediente activo. Recomendado para
los cortes de poda en maderas frutales. Al aplicarse sobre los cortes de poda, crea una
pelicula protectora de la infeccion causada por la germinacion de esporas, este producto es

ampliamente conocido y aplicado en pomaceas, carozos y berries.

2.12.5 Apolo

Apolo es un fungicida comercial de la empresa ANASAC, que contiene un 25% p/v de
como ingrediente activo tebuconazol y otros coformulantes c.s.p 100% p/v. Este i.a. pertenece
al grupo de los DMI (inhibidores de la demetilesterasa) que afecta la integridad de la
membrana celular de los hongos. Es un producto formulado en emulsién aceite en agua.
Presenta una accién contacto y preventiva, para el uso agricola con el fin de controlar
importantes enfermedades causadas por hongos y bacterias en diferentes tipos de cultivos.
Apolo estd recomendado para ser utilizado en pomaceas, carozos, vides y otros frutales
(SAG, 2019).

2.12.6 Benomilo

De ingrediente activo benomil, perteneciente al grupo de los bencimidazole, que inhiben
la mitosis celular. Es un fungicida de amplia gama comercial, accion sistémico y su absorcion
es a nivel radicular y foliar. Se emplea con frecuencia como prevencion, aunque puede ser
empleado como accion curativa. Se degrada lentamente en el suelo actuando a lo largo de 6
a 12 meses en suelos desnudos. Enlos manzanos actta en el control de Oidio (Podosphaera
leucotrichia), fumagina (Capnodium sp.), antracnosis (pudricibn amarga de frutos) entre otros.
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2.12.7. Cantus

Ingrediente activo Boscalid, perteneciente al grupo de SDHI (inhibidores de la succinato
deshidrogenasa; en la respiracion). Fungicida de accién sistémica y translaminar su accion
es a lo largo de la vida del hongo, inhibe la esporulaciéon, germinacion y el crecimiento del
tubo germinativo de las esporas, su uso mas frecuente es en vides, donde se ha comprobado
su accién impidiendo el crecimiento del micelio. Se recomienda su aplicacién con otros
fungicidas alternando su accion, lo que constituye una ventaja ya que no registra amplia
tolerancia al no presentar resistencia cruzada con otros fungicidas comerciales. Su largo

efecto residual garantiza un aumento en la proteccion del cultivo.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién de la Investigacion

La investigacion para determinar la sensibilidad in vitro de Botryosphaeriaceae como
Diplodia seriata, Lasiodiplodia theobromae y Neofusicoccum arbuti a fungicidas, se realiz6 en
el Laboratorio de Patologia Frutal de la Universidad de Talca, perteneciente a la Facultad de
Ciencias Agrarias, Campus Talca, Universidad de Talca. Para la evaluacion de la eficacia de
la proteccion de heridas de poda contra Diplodia seriata se realizo en la Estacion Experimental
Panguilemo, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Talca. La
estacion experimental esta localizada en Panguilemo, Region del Maule, en ruta 5 Sur Km
245,

3.2 Cultivos flingicos de Botryosphaeriaceae

Se utilizaron cuatro aislados de especies D. seriata (DS1 a DS4), L theobromae (LS1 a
LS4), y N. arbuti (NA1 a NA4), obtenidos desde muestras de brazos con sintomas de muerte
regresiva provenientes de diferentes zonas de Chile. Los aislados fungosos se obtuvieron
desde la siembra de trozos de madera que se sembraron en placas Petri de 88 mm de
didmetro con medio de cultivo agar papa dextrosa (APD, 2 %) modificado (APDM) con Igepal
CO-630 (Sigma Aldrich, MO, E.E.U.U) manteniendo los cultivos sembrados a 20 °C por al
menos 5 dias (Diaz et al., 2011). Para obtener cultivos puros, se realizé repiques desde
puntas de hifas de los aislados fungosos incubados en medios de cultivo APD (2%) de tres
dias de crecimiento a 20°C. Las placas de Petri de cultivos puros de los 12 aislados se
mantuvieron en condiciones de 20-22°C por 5 dias con régimen de 12h/12h luz/oscuridad,
hasta observar crecimiento micelial del agente causal. Los cultivos puros se multiplicaron

periddicamente cada 7 dias para disponer de cultivos activos para los diferentes estudios.

3.3 Sensibilidad del crecimiento micelial de Botryosphaeriaceae a fungicidas (ED50)

Para la determinacion de la sensibilidad del crecimiento micelial por ED50 en los cuatro
aislados de Botryosphaeriaceae, se emplearon las concentraciones de O (testigo); 0,001;
0,01;0,1; 0,5; 1,0; 5,0 y 50,0 pg/mL (=ppm) de ingrediente activo benomil (Benomilo), boscalid
(Cantus), tebuconazole (Apolo) y piraclostrobin (Podexal) en medio de cultivo APD (2%)
siguiendo de indicado por Latorre y Torres, (2012). Para obtener las diferentes

concentraciones de los fungicidas, se prepararon soluciones madres de 1000 pg/mL y 10
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pg/mL con cada uno de los fungicidas. Después de autoclavar (121°C por 10 min) el
correspondiente medio de cultivo liquido (500 ml), y enfriado a unos 60°C, se adicion¢ las
diferentes cantidades de las concentraciones madres de los ingredientes activos, para
obtener todas las concentraciones previamente sefialadas. Una vez obtenidas las placas de
Petri (90 mm de diametro) con las diferentes concentraciones de fungicidas, en el centro de
cada placa de Petri se coloco un trozo invertido de agar de 5 mm de diametro con crecimiento
activo de los cuatro aislados de 5 dias de edad en las tres especies. Inmediatamente después,
estas placas se colocaron en una camara de crecimiento con temperatura de 20°C con un
régimen de oscuridad. Después de los 5 dias de incubacion, a cada placa de Petri, se le
determino el didmetro de crecimiento micelial de cada aislado de Botryosphaeriaceae. El
crecimiento relativo (CR, %), se determind entre la relacion = (crecimiento micelial (CM) del
medio con fungicida / CM del medio sin fungicida) x 100. Para determinar la concentracion
efectiva para obtener un 50% de control (CE50), se realizé un analisis de regresion, en que
X= el log de la concentracion del fungicida e Y= el probit del % del CR (Latorre, 1989), a través

del programa estadistico SPSS (version 20, Chicago, E.E.U.U).

3.4 Proteccién de heridas de Poda en ramillas

El estudio de la proteccion de heridas de poda, se realizé en el huerto de manzanos
adultos de 25 afios de edad del cv. Fuji/f mm111 (Figura 3.1). Con este propésito se utilizaron
arboles aparentemente sanos de manzanos. Se seleccionaron 5 ramillas/arbol, a las cuales
se les realizo un corte en bisel manualmente utilizando una tijera de podar manualmente
dejando ramillas de 30 a 40 cm de largo durante finales de julio 2019. Después de la poda se
realizé la aplicacion liquida localizada de los productos fungicidas y productos biolégicos en
las dosis comerciales sobre las heridas de poda (cuadro 3.1). Se incluyeron productos
aplicados como pintura sobre las heridas de poda como podexal (piraclostrobin) y coraza

(Trichoderma + Bacillus) (Cuadro 3.1).
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Figura 3.1. estudio de la proteccion de heridas de poda en manzanos cv. Fuiji, en el Centro

experimental de Panguilemo, Universidad de Talca, Region del Maule.

Cuadro 3.1 Productos fungicidas sintéticos y biolégicos evaluados en la proteccion de
heridas de poda de ramillas de manzano cv. Fuji contra infecciones por Diplodia seriata.

Nombre Ingrediente Aplicacién Dosis
comercial/ Activo comercial
Agua Agua Liguida
Mamull/ Bio B. cepa Mitique Liguida 100 g/ 100 L
Insumos nativa +T.
gamsii cepa
Volqui + H.
virens cepa
Nire.
Coraza/ bio H. virens cepa Pintura
Insumos nativa Nire + Bacillus
licheniformis
Trichoderma/ Trichoderma sp. Liquida 10° esporas/ mL
Utalca
Podexal/ Basf Piraclostrobin Pintura
(Qol)
Benomilo Benomilo (MCB) Liquida 50 g/ 100 L
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Apolo/ Anasac Tebuconazol Liquida 40 mL/100 L
(DMI)

Cantus/ Basf Boscalid (SDHI) Liquida 120 g/ 100 L

3.5 Inoculacién de ramillas de manzano

Después de 24 horas de proteccion de las heridas de poda de ramillas de manzano cv.
Fuji con los respectivos fungicidas convencionales y bioldgicos (Cuadro 3.1), cada herida se
inocul6 100 uL con una suspension de trozos de micelio (10° fragmentos de micelio;
Twizeyimana et al., 2013) de Diplodia seriata (aislado DS1) en todas las ramillas que se
protegieron previamente. Un igual nimero de ramillas sin proteccién e inoculados se dejaron
como el tratamiento testigo (agua). Posteriormente 9 meses después de la inoculacién las
ramillas de todos los tratamientos fungicidas (Cuadro 3.1), se podaron para ser evaluados
segun la longitud (mm) del dafio necrético desde la herida de poda. Después de las
mediciones, se realiz6 un re-aislamiento del agente causal desde la zona de avance de cada
lesion necrética en medio de cultivo APD (2%) para confirmar que el dafio observado fue

provocado por el hongo.

3.6 Disefio Experimental y Analisis Estadistico

El estudio de la evaluacién de la proteccion de las heridas de poda fue conducido en un
disefio completamente al azar (DCA). La unidad experimental correspondié a una planta con
5 ramillas y se utilizaron 6 repeticiones. Los promedios se sometieron a un analisis de varianza
(ANDEVA), seguido de una prueba de LSD (p < 0.05). Se utiliz6 el programa estadistico
Statgraphics.
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4.1 Sensibilidad in vitro de Botryosphaeriaceae a fungicidas

4. RESULTADOS

Los aislados de Botryosphaeriaceae mostraron una sensibilidad in vitro en medio APD

(2%) variable entre los cuatro fungicidas pertenecientes grupos quimicos diferentes como
benomil (MBC), boscalid (SDHI), piraclostrobin (Qol) y tebuconazol (DMI). Los aislados de D.

seriata, Lasiodiplodia theobromae y Neofusicoccum arbuti fueron sensibles a los fungicidas

donde benomil present6 valores de EC50 entre 0,07 a 0,42 pg/mL y para tebuconazol se

lograron valores entre 0,12 y 046 pg/mL (EC50). Para los fungicidas piraclostrobin y boscalid
los valores de EC50 variaron entre 0,58 a 39,6 pg/mL y 10,03 a 1383,8 pg/mL,

respectivamente (Cuadro 4.1).

DS
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NA

Testigo 0,001 ppm 0,01 ppm 0,1 ppm 0,5 ppm
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Figura 4.1. Sensibilidad in vitro del crecimiento micelial de Diplodia seriata (DS),

Lasiodiplodia theobromae (LT) y Neofusicoccum arbuti (NA) en medio de cultivo APD después

de 5 dias de incubacién a 20°C con diferentes concentraciones de piraclostrobin (entre 0,001

a 50 g i.a. /mL).
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Cuadro 4.1. Sensibilidad in vitro de aislados de Diplodia seriata, Lasiodiplodia theobromae

y Neofusicoccum arbuti a los fungicidas benomil (Benomyl 50 PM, Point, Chile), boscalid

(Cantus, Basf, Chile), piraclostrobin (Comet, Basf, Chile) y tebuconazol (Tebuconazol 43 SC,

Agrospec, Chile) en inhibir el 50 % del crecimiento micelial.

Especie/ EC50 (ppm)

aislado

Benomil Boscalid Piraclostrobin tebuconazol

Diplodia seriata
DS1 0,08 15,92 6,52 0,14
DS2 0,09 10,93 4,48 0,12
DS3 0,08 34,47 10,20 0,13
DS4 0,07 46,63 17,90 0,12
Promedio 0,08 26,99 9,77 0,13
Lasiodiplodia theobromae
LS1 0,09 663,39 33,45 0,46
LS2 0,10 560,70 37,67 0,38
LS3 0,09 1383,85 36,46 0,40
LS4 0,08 213,75 39,26 0,36
Promedio 0,09 705,42 36,71 0,40
Neofusicoccum arbulti
NA1 0,11 22,72 0,97 0,26
NA2 0,21 10,03 1,76 0,22
NA3 0,22 24,00 2,34 0,18
NA4 0,21 34,38 0,58 0,27
Promedio 0,19 22,78 1,41 0,23

EC50= Concentracién efectiva en reducir el 50% del crecimiento micelial.

4.2 Control de lesiones de poda

Después de (9) meses en el campo, las ramillas inoculadas, pero sin proteccion

(tratamiento testigo) desarrollaron lesiones necréticas en la madera entre longitudes de 18 y
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56 mm, desde la zona de inoculacion (herida de poda) (Figura 4.2). EI promedio obtenido fue
de 38,5 mm de necrosis de la madera en ramillas de manzano cv. Fuji (Figura 4.2).

Figura 4.2. Cancro externo (A) y lesiones necréticas en la madera (B) de ramillas de dos
afios de manzano cv. Fuji inoculadas con Diplodia seriata (aislado DS1) en la herida de poda,
mostrando sintomas de muerte regresiva, después de 9 meses en el campo, Panguilemo,

Regién del Maule.

Todos los tratamientos utilizados mostraron diferencias significativas con el tratamiento
testigo (agua) (P=<0,0001; F=39,65), mostrando menores lesiones en las ramillas protegidas,
con un rango de lesiones entre 8,4 y 22.8 mm para los tratamientos benomilo y Trichoderma
sp. (Figura 4.3). El mejor producto fue la aplicacion liquida de benomilo (8,4 mm de lesion),

seguido por piraclostrobin en pasta (11,9 mm de lesién) (figura 4.3).
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Figura 4.3. Promedio del largo de lesion necrética (mm) asociadas a ramillas protegidas
con fungicidas sintéticos cantus (boscalid, SDHI), benomyl (benomilo, MBC), apolo
(tebuconazol, DMI), podexal (piraclostrobin, Qol), y agentes biolégicos como Trichoderma sp.
(Utalca, biolégico), coraza (Trichoderma spp. + Bacillus), mamull (Trichoderma spp.,
biolégico) y tratamiento agua (tratamiento testigo sin proteccién). Promedios seguidos de

letras distintas muestran diferencia significativa segun prueba de LSD (P <0,05).

En cuanto a la eficacia de los productos fungicidas y bioldgicos en relacién al tratamiento
testigo, estas variaron entre 41% por la aplicacién liquida de Trichoderma sp. (Utalca) y 78%
por la aplicacién liquida de benomilo (benomyl 50). Como se observa en los resultados
obtenidos, la eficacia del piraclostrobin (pintura, Podexal) 69.1 %, seguido por tebuconazol
(liquido, Apolo) con 64.5 %. Sin embargo, los productos bioldgicos comerciales alcanzaron

una eficacia de 55 y 62% para mamull (liquido) y coraza (pintura) (Figura 4.2).
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Figura 4.4. Eficacia (%) de la proteccién asociadas a ramillas protegidas con fungicidas
sintéticos cantus (boscalid, SDHI), benomyl (benomilo, MBC), apolo (tebuconazol, DMI),
podexal (piraclostrobin, Qol), y agentes bioldgicos como Trichoderma sp. (Utalca, bioldgico),
coraza (Trichoderma spp. + Bacillus), mamull (Tricoderma spp., bioldgico) sobre las heridas
de poda frescas en manzanos cv. Fuji después de 9 meses de incubacion en el huerto de
manzanos en Panguilemo, Universidad de Talca, Region del Maule.
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5. DISCUSION

Las Botryosphaeriaceae son fitopatégenos que causan importantes problemas de muerte
regresiva en diversas especies frutales en Chile y en el mundo (Urbez-Torres et al., 2006;
Diaz et al., 2013; Diaz et al., 2020), incluyendo el manzano (Diaz et al., 2019b). Por lo tanto,
estudio de sensibilidad y de control son necesarios para conocer la sensibilidad y conocer las
mejoras moleculares sintéticas y bioldgicas para su control preventivo (Latorre, 2018). En este
sentido, los resultados obtenidos en esta investigacion, permiten indicar que todos los
aislados de las especies de Botryosphaeriaceae asociados a muerte regresiva de manzanos
mostraron sensibilidad del crecimiento micelial de Diplodia seriata, Lasiodiplodia theobromae
y Neofusicoccum arbuti a los fungicidas y ser eficaces en el control preventivo de D. seriata

en heridas de poda en el campo.

Diversos estudios han permitido verificar la presencia de Diplodia seriata, Lasiodiplodia
theobromae y Neofusicoccum arbuti, como agentes causales de la cancrosis 0 muerte
regresiva en plantas de manzano sometidos al proceso de poda. Entre ellos, el trabajo de
Velis (2020), el cual sefiala que de las principales enfermedades que afectan la produccion y
sobrevivencia de los huertos de manzano en la Regién del Maule, se encuentran ciertas
enfermedades de la madera, como el cancro europeo y la muerte regresiva, asociados a
Neonectria ditissima y Diplodia seriata, respectivamente; la investigacion de Catalan (2016),
donde se determina que en Chile la produccién de este frutal se ve afectada por varias
eventualidades, entre las que destacan los problemas de pudriciones asociados a hongos,
como el patégeno Diplodia seriata, Diplodia mutila, Neofabraea alba, Phacidium lacerum y
Phacidiopycnis washingtonensis, lo que incide en la calidad y condicién final de la fruta; asi
como el estudio de Rossi (2019), que ha permitido evidenciar recientemente la presencia de
Diplodia seriata causando la muerte regresiva de manzanos en la Region del Maule.

A nivel de laboratorio, el cultivo in vitro de aislados de hongos pertenecientes a la familia
Botryosphaeriaceae, ha permitido determinar la sensibilidad del crecimiento micelial por
ED50, empleando un medio de cultivo APD (2%) y concentraciones de los ingredientes
activos de benomil (MBC), boscalid (SDHI), piraclostrobin (Qol) y tebuconazol (DMI), de 0,01
hasta 50,0 pg/ml (ppm). Los resultados del ensayo in vitro indican que benomil (MBC) y
tebuconazol (DMI) exhiben considerable actividad in vitro contra D. seriata, L. theobromae y
N. arbuti, reportando valores de EC50 que van de 0,07 a 0,22 pg/mL para benomil (MBC) y
de 0,12 a 0,46 pg/mL para tebuconazol (DMI). Menor efectividad fue demostrada por los

ingredientes activos de piraclostrobin (Qol) y boscalid (SDHI), los cuales reportan valores
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entre 0,58 a 39,26 pg/mL y 10,03 a 1383,85 pg/mL respectivamente. En este sentido los
resultados son concordante con el trabajo de donde aislados de D. seriata, L. theobromae, N.
parvum y B. dothidea obtenidos desde vides en Australia, mostraron sensibilidad in vitro a
fungicidas DMI (tebuconazol y Penconazol) y Bencimidazole (Cabendamzima) con rangos
entre 0,02 a 0,33 pg/mL y 0,01 a 0,07 pg/mL, respectivamente. Estos mismo aislados
mostraron ser sensibles a piraclostrobin y menor sensibilidad a boscalid (1,05 a 21,39 pg/mL)

(Pitt et al., 2012), coincidiendo con el presente trabajo.

Los resultados in vitro obtenidos en el presente estudio demuestran la efectividad de los
fungicidas benomil (MBC) y tebuconazol (DMI) en el control del crecimiento micelial radial de
los hongos D. seriata, L. theobromae y N. arbuti, asociados a la muerte regresiva en manzano.
El efecto inhibitorio del benomil a concentracion ED50 afecta los microtabulos durante el
proceso de la mitosis lo que ocasiona la interrupcion del crecimiento micelial y la division
celular, ocasionando la muerte de las células en proceso de formaciéon del hongo (Nufiez,
2012). Por su parte, el tebuconazol a concentracién ED50, inhibe la sintesis del ergosteroal, el
esterol que compone las membranas celulares de los hongos, impidiendo su multiplicacion
en el medio de cultivo PDA (Daza, 2016). En cuanto a los fungicidas piraclostrobin (Qol) y
boscalid (SDHI) su efecto inhibitorio micelial a nivel de laboratorio es inferior a

concentraciones ED50.

En resumen, los resultados de este estudio sugieren que los fungicidas benomil y
tebuconazol, que se encuentran registrados como agentes de control de la cancrosis 0 muerte
regresiva en plantas de manzano en Chile, poseen una considerable actividad in vitro contra
Diplodia seriata, Lasiodiplodia theobromae y Neofusicoccum arbuti. Por su parte,
piraclostrobin y boscalid parecen ser menos eficaces contra estas especies de hongos de la
familia Botryosphaeriaceae, que se asocian cominmente con enfermedades del tronco del
manzano. Sin embargo, para llegar a resultados concluyentes, es importante estudiar la

efectividad de estos compuestos a nivel de campo.

Este estudio demuestra, la reduccién significativa del largo de la estria necrética por la
proteccién de las heridas de poda contra hongos que dafian a la madera, obteniendo con
productos fungicidas agroquimicos y bioldgicos formulados tanto en pasta como en liquido,
coincidiendo con trabajos previos contra Botryosphaeriaceae en vides (Diaz y Latorre, 2013;
Zufiga, 2016), arandanos (Latorre et al., 2013) en Chile, como en California y Espafia en
vides (Rolshausen et al., 2010) y almendros (Olmo et al., 2017). Con los ingredientes activos

tebuconazol (DMI) y piraclostrobin (Qol) se lograron eficacia de 65 a 69%, respectivamente,
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contra D. seriata, concordando con estudio previos realizados en vides (Diaz y Latorre, 2013;
Zufiiga, 2016) y ardndanos (Latorre et al., 2013) y avellanos (Mufioz, 2017), con eficacias
sobre el 60% de proteccién de heridas de poda contra Botryosphaeriaceae en Chile. En este
sentido, las aplicaciones liquidas también han demostrado ser efectivas, en el trabajo de
Rolshausen et al., (2010), lograron eficacia del 54 al 83% para piraclostrobin (Qol) y del 77 al
82% para metil-tiofanato (carbamato bencimidazol) para el control de Botryosphaeriaceae
spp. en heridas de poda en vides en California. Estas eficacia son similares a las obtenidas
en el presente trabajo, logrando un 78% de eficacia con otra molécula del grupo

bencimidazole como benomil.

En el actual estudio, se demostré que hubo efectividad de todos los tratamientos para D.
seriata, el que fue menos eficaz o genera menos proteccion fue el agente bioldgico aplicado
de forma liquida Trichoderma sp. (Utalca, biol6gico) con un porcentaje menor al resto (41%).
Sin embargo, los productos bioldgicos comerciales Mamull (liquido) y Coraza (pintura)
alcanzaron rendimientos muy aceptables (lograron una efectividad sobre el 55%). Ademas de
cémo se esta orientando el mercado hoy en dia hacia una produccion mas sustentable y
amigable con el medio ambiente, pueden ser opciones viables para incorporarlas como

aplicaciones de campo para combatir las especies provenientes de las Botryosphaeriaceae.

Las aplicaciones liquidas son una muy buena alternativa, al ser mas rapidas y eficaces en
cubrir y proteger a un huerto comercial. Trabajos realizados en Nueva Zelanda han
demostrado la eficacia de fungicidas aplicados por nebulizadora obteniendo un control
cercano al 80% contra de N. luteum en la proteccion de heridas frescas de poda de vides cv.
Sauvignon blanc (Sosnowsky y Mondy, 2019). Coincidentemente, Brown et al (2020), también
lograron altas eficacias con fungicidas aplicados liquidamente con maquinaria, usando las
dosis comerciales de piraclostrobin (Qol) + boscalid (SDHI) y metil-tiofanato (Bencimidazol) +
miclobutanil (DMI). Sin embargo, en el trabajo de Pitt et I. (2012), lograron una baja eficacia
en vides con protecciones con Cabendamizma entre 27% y 41% y tebuconazol entre 27% y
54%. Por lo tanto, es necesario evaluar con mayor profundidad la aplicacién en campo por
mas temporadas de las moléculas para determinar una eficacia. Ademas, seria interesante
evaluar las aplicaciones liquidas que combinen grupos quimicos diferentes en manzanos.

Si bien varios trabajos han demostrado la alta eficacia de las formulaciones en pasta (Diaz
y Latorre, 2013; Latorre et al., 2013, Rolshausen et al., 2010), estas aplicaciones en pasta
son mas costosas y lentas, especialmente en grandes superficies es mucho el tiempo en que

las heridas quedan sin proteccién (Diaz et al. 2013), por lo que la eleccion del tipo de
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formulacion a utilizar para la proteccion depende de factores ambientales, de capital, tamafio
de superficie, disponibilidad de mano de obra, entre otros. Siendo en la actualidad, la mano d
eobra una gran limitante en la fruticultura. Basados en estudios por Sosnowsky y Mondy
(2019), demuestran que el costo de pintar las heridas de poda es de $166 US ddlar/ha versus
$ 87 US ddlar/ha cuando se aplica por nebulizadora, mostrando una disminucion de los costos
de la aplicacion liquida durante la proteccion de las heridas de poda en frutales. Por lo tanto,
las aplicaciones liquidas deben ser estudiadas en mayor profundidad para determinar la mejor

forma de aplicacién a nivel nacional e incorporarse y combinarse con biocontroladores.

Los estudios realizados Sutton et al., (2014) y Delgado-Cerrone et al., (2016), han
mostrado que el ciclo de la enfermedad, se inicia con la planta de manzano enferma en el
huerto, las cuales tienen estructuras afectadas como ramillas y brazos (fuente de inéculo-
planta enferma), que con frecuencia estan acompafadas de estructuras reproductivas de los
hongos (picnidios), las que también se desarrollan en abundancia en los residuos de poda
dejados en el suelo (Elena y Luque, 2016). Los frutos con pudricién negra dejados en el suelo
o momificados en los arboles, son otra fuente de in6culo potencial en el huerto (Diaz et al.,
2019a). Con lalluvia los picnidios se hidratan y descargan las conidias principalmente durante
otofio-inverno, y se diseminan con el salpicado de la lluvia y el viento, pudiendo llegar a las
heridas de poda; es entonces cuando se puede iniciar una nueva infeccién, luego las heridas
infectadas, principal via de entrada para Botryosphaeriaceae, desarrollan cancros con los

meses y afios, pudiendo causar muerte de ramillas y brazos.

Finalmente, estos resultados nos indican que la proteccion de poda con los actuales
fungicidas agroquimicos y agentes biol6dgicos en formulacion pasta y liquida pueden reducir
de gran manera el desarrollo de hongos de la madera como Diplodia seriata en manzanos
Para mantener huertos sanos contra los patégenos se debe proteger de forma inmediata las
heridas de poda, ojala con mas de una aplicacién de fungicida durante dicha temporada (Diaz
y Latorre. 2013), eliminar de forma inmediata restos de poda de huertos frutales porque son
fuente de inoculo de dichos patégenos, complementando con combinacién de manejos

culturales, entre otras (Elena y Luque, 2016).
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6. CONCLUSION

En funcion de los objetivos planteados y en conocimiento de los resultados obtenidos en

el estudio, se obtuvieron las siguientes conclusiones:

Los aislados de Diplodia seriata, Lasiodiplodia theobromae y Neofusicoccum arbuti
mostraron ser muy sensibles en los estudios in vitro a los fungicidas piraclostrobin,

tebuconazole y benomilo, pero una menor sensibilidad a Boscalid.

La proteccion de las heridas de poda mostré ser eficaces, donde los productos
fungicidas obtuvieron una eficacia entre un 40% para el producto en base a Trichoderma
sp. (Utalca) y 78% para el producto benomil aplicados en forma liquida. Interesantemente,
los productos bioldgicos comerciales basados en consorcios biolégicos proporcionaron una
eficacia de 55% para su version liquida (Mamull) y 62% para su versién en pintura (Coraza)

en la proteccién de heridas de poda en ramillas de manzano cv. Fuiji.
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