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RESUMEN

El nogal (Juglans Regia) es un frutal de alta importancia en Chile que hoy supera las 43.104
hectareas plantadas. Sin embargo, la produccion se ve afectada por micosis como la cancrosis
y muerte regresiva de nogal asociados a Botryosphaeriaceae. Recientemente en Chile se ha
descrito a especies de Botryosphaeriaceae provocando dafios en huertos de vid, arandanos,
manzano y nogal. Por lo tanto, el objetivo de este estudio consistié en determinar el grado de
la extensién de cancros en ramillas de nogal cv. Chandler en condiciones de invernadero y de
campo, inoculadas por 10 aislados pertenecientes a cinco especies de Botryosphaeriaceae
(Diplodia seriata, D. mutila, Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum arbuti y N. parvum)
obtenidas desde manzanos, ardndanos, vides y nogales con muerte regresiva. Las estacas y
ramillas de nogal en receso fueron podadas en su extremo distal en condiciones de
invernadero y de campo, respectivamente. Las heridas de poda fueron inoculadas con diez
aislados. Se agregd un tratamiento control (agua o trozo de agar estéril). Después de 4y 8
meses de incubacién en invernadero y en el huerto, se produjeron cancros que midieron desde
11,6 mm a 55,5 mmy 18,2 a 131,5 mm, respectivamente. El reaislamiento fue 100% positivo
para los diferentes aislados. Este trabajo demostré que las heridas de poda de estacas y
ramillas dormantes de nogal cv. Chandler son susceptibles a las diferentes especies de
Botryosphaeriaceae. En conclusion, las especies N. parvum (aislados vid, arAndano y nogal),
N. arbuti (aislado manzano) y D. mutila (aislado nogal) fueron las més agresivos en estacas.
En las ramillas las especies N. parvum (aislados vid, arandano y nogal), N. arbuti (aislado
manzano) y D. mutila (aislado nogal) fueron los mas agresivas. Finalmente, se rechaza la
hip6tesis, porque las especies mas agresivas incluyen Botryosphaeriaceae de origen distinto

al nogal.

Palabras clave: Botryosphaeriaceae, cancro, lesion necrética, muerte regresiva.



ABSTRACT

Walnut (Juglans Regia) is a fruit tree of great importance in Chile, with more than 43,104
hectares planted today. However, production is affected by mycoses such as canker and
walnut dieback associated with Botryosphaeriaceae. Recently in  Chile,
Botryosphaeriaceae species have been described causing damage in vine, blueberry,
apple and walnut orchards. Therefore, the objective of this study is to determine the extent
of cankers on twigs of walnut cv. Chandler under greenhouse and field conditions,
inoculated by 10 isolates belonging to five species of Botryosphaeriaceae (Diplodia seriata,
D. mutila, Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum arbuti and N. parvum) obtained from
apple, blueberry, grapevine and walnut trees with regressive death. Recessing walnut
stakes and twigs were pruned at their distal end under greenhouse and field conditions,
respectively. Pruning wounds were inoculated with ten isolates. A control treatment (water
or sterile agar slice) was added. After 4 and 8 months of incubation in the greenhouse and
in the orchard, cankers ranging from 11.6 mm to 55.5 mm and 18.2 to 131.5 mm,
respectively, were produced. Reisolation was 100% positive for the different isolates. This
work demonstrated that pruning wounds of dormant cuttings and twigs of walnut cv.
Chandler are susceptible to the different species of Botryosphaeriaceae. In conclusion, the
species N. parvum (grapevine, blueberry, and walnut isolates), N. arbuti (apple isolate),
and D. mutila (walnut isolate) were the most aggressive on cuttings. In the twigs, the
species N. parvum (grapevine, blueberry, and walnut isolates), N. arbuti (apple tree
isolate), and D. mutila (walnut isolate) were the most aggressive. Finally, the hypothesis is
rejected, because the most aggressive species include Botryosphaeriaceae of origin other

than walnut.

Keywords: Botryosphaeriaceae, canker, necrotic lesion, dieback.
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1. INTRODUCCION

Chile, desde el punto de vista del sector productivo enfocado en fruta fresca tiene un
reconocimiento a nivel mundial. Es el principal pais productor y exportador de frutas del
hemisferio sur, siendo lider en exportacion de cerezas, uvas, arandanos y nueces (Odepa,
2022). Ademés, en fruta procesada, nuestro pais destaca los nimeros envio de manzana, uva
y ciruela deshidratada. Chile es ademéas un actor reconocido en la industria mundial por
producir y exportar mas de 50 diferentes especies frutales, y es considerado un proveedor de
categoria mundial por su fiabilidad y cumplimiento de la inocuidad alimentaria en base a la

normativa internacional (Odepa, 2022).

Segun catastro publicado en enero de 2022 la Oficina de Estudios y Politicas Agrarias
(Odepa), junto con la Asociacién de Exportadores de Frutas de Chile (ASOEX), da cuenta del
periodo entre enero-diciembre de 2021, en el cual se registra un total de exportaciones de
fruta de 3,42 millones de toneladas, por un valor de USD 7.183 millones FOB. Con respecto
al mismo periodo del afio anterior, se registra aumento de 3,3% en volumen exportado, y de

2,3% en valor.

De este total en valor, 70,3% corresponde a fruta fresca, 20,3% a fruta procesada (jugos,
aceites, conservas, congelados, deshidratados), y 9,4% a frutos secos (nueces, almendras,

avellanas, entre otros).

La industria chilena de frutos secos, incluyendo en ella a sus tres principales especies:
nueces, almendras y avellanas, ha experimentado un dinAmico desarrollo basado en la
presencia de una serie de caracteristicas que se traducen en ventajas comparativas y
competitivas con respecto a los mayores productores mundiales. Estas ventajas se
manifiestan en el buen clima del pais, con otofios en general secos, apropiados para la
cosecha, y terrenos planos que permiten mecanizar parte del proceso productivo y facilitan la

utilizacion de riego en los predios (Bravo, 2012).

El nogal persa o inglés (Juglans regia) es una especie frutal caducifolio que pertenece a la
familia de las Juglandaceae (Lemus, 2001). En la actualidad posee una superficie de 43.104
ha, convirtiéndose en el segundo frutal en importancia, después de los cerezos (Odepa, 2022). Se
distribuyen principalmente entre las regiones de Valparaiso (7.003 ha), Metropolitana (16.430
ha), O"Higgins (7.785 ha) y Maule (7.007 ha). En la Regién del Maule, el crecimientode las

plantaciones de nogales ha ocurrido en los ultimos 15 afios, lo que ha conllevado ser



un importante productor y exportador de nueces de calidad (Lemus, 2001). Sin embargo, han
aparecidos desafios asociados a problemas productivos como problemas de heladas, manejo

hidrico y ocurrencia de enfermedades entre otros.

El nogal es un cultivo que a diferencia de otros frutales que no se ve afectado por muchas
plagas y enfermedades. Dentro de las plagas, la que genera mayor preocupacion es la polilla
del manzano. Mientras que, en el caso de las enfermedades, la pudricién radical y del cuello
ocasionada por Phytophthora spp. y la peste negra destacan por su importancia econémica y
prevalencia (Latorre, 2018; Morales et al., 2019). Phytophthora cinnamomi ha sido descrita
como la especie mas agresiva que afecta al nogal. Es un patdégeno primario, ataca las raicillas

de nogal y causa cancro a nivel del cuello y exudacion negra (Besoain et al., 2019).

En los Ultimos afios, se ha visto un incremento de enfermedades asociada a especies de
Botryosphaeriacea que provocan cancros y muerte regresiva de brazos en nogal (Moral et al.,
2019a; Moral et al., 2019b). Es mas, en California se han descrito a varias especies de la
familia Botryosphaeriaceae incluyendo a Botryosphaeria dothidea, Diplodia spp. vy
Neofusicoccum spp. causando muerte regresiva de ramillas y brazos en nogales (Chen et al.,
2014). De la misma forma, en Espafia, varias especies de la familia Botryosphaeriaceae como
B. dothidea, Diplodia seriata, Dothiorella sarmentorum, Dothiorella spp., Neofusicoccum
mediterraneum, y N. parvum, han sido descritas causando cancros y muerte regresiva de
brazos (Lopez-Moral et al., 2020). En este sentido, en Chile se describi6 a la especie D. mutila
causando la muerte de brazos en nogales en la Region del Maule en una incidencia entre 5y
20% (Diaz et al., 2018). Actualmente, se ha observado un incremento en la prevalencia de la
enfermedad en nogales comerciales de la Regién del Maule, siendo una preocupacion para

los productores.

La alta incidencia de muerte regresiva reportada no solo en nogales (Diaz et al., 2018),sino que
es un problema més amplio que afecta a manzanos (Diaz et al., 2019), vides (Morales etal.,
2012; Diaz et al., 2013) y ardndanos (Espinoza et al., 2009), ratifican que es una enfermedad
que ataca a varios hospederos frutales, sino que ademas que estas especies frutales se
cultiven en forma conjunta en un mismo huerto o en las cercanias como ocurre enla zona
central de Chile, es posible que ocurra infecciones cruzada por especies de
Botryosphaeriaceae entre estos hospederos frutales, siendo potenciales fuentes de inéculo
entre los frutales. En la actualidad no existe evidencia o literatura sobre la posible infeccion

cruzada asociada a especies de Botryosphaeriaceae en diferentes especies frutales en Chile.

A continuacion, se plantea la hipotesis y objetivos del presente estudio:
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L1Hipotesis:

Las heridas de poda de ramillas en nogal son infectadas por Botryosphaeriaceae,
desarrollando cancros necroticos en los tejidos, pero la extensién del cancro varia en virtud de
la especie de Botryosphaeriaceae inoculada, en donde los aislados propios del nogal serian mas

virulentos que el resto de las especies obtenidas desde otro hospedero frutal.

12 Objetivo:

Determinar el grado de la extension de cancros en ramillas de nogal inoculadas con
Botryosphaeriaceae colectadas desde manzanos, arandanos, vides y nogales con muerte

regresiva.

13 Objeti ffico:

Determinar lesion necrética causada por especies de Botryosphaeriaceae inoculadas
sobre heridas de poda en estacas lignificadas de nogales cv. Chandler en condiciones de

invernadero.
Determinar lesion necrdtica causada por especies de Botryosphaeriaceae inoculadas

sobre heridas de poda de ramillas lignificadas de nogales cv. Chandler en condiciones de

campo.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

ia del I hil

El nogal (junglans regia L) es un arbol frutal de gran importancia econémica, se encuentra
ampliamente difundida por el mundo debido a sus cualidades, ya que es cultivado tanto por
su madera, hojas aromaticas, como planta ornamental y mayormente por especies frutal que
produce un fruto comestible conocido como ‘nuez’ (Figura 2.1) (Lemus, 2001). La nuez del

nogal, fruto seco de alto valor nutritivo (Leiva, 2017; Lemus, 2001).

Figura 2.1. Parte comestible de la nuez, donde se aprecia el endocarpo (cédscara) y
cotiledones (corresponde a la parte comestible o0 nuez).

Una ventaja importante de la nuez chilena esta marcada por la época en la que Chile
cosecha sus frutos (marzo/abril), periodo que coincide con la mayor demanda de los
principales importadores (mayo/noviembre) o en otras palabras los mercados de destino.
Gracias a esta situacién chile puede ofrecer nueces recién cosechadas, de mejor sabor y color,
y con una duracion superior a la de otros competidores. Chile, ademas posee gran flexibilidad
para ofrecer frutos de nuez con y sin cascara de acuerdo con las necesidades especificas de
cada cliente (Chilenut, 2017).

2.1.1 Superficie de nogal

En cuanto a la superficie cultivada de nogales a nivel mundial, segun estimaciones de la
FAO, hay 52 paises que cultivan nueces. En total, la estimacion de la superficie mundial
plantada con nogales es de 989.736 ha, de acuerdo con cifras oficiales del afio 2014. China,

Estados Unidos, Irdn y Turquia concentran el 70% de esta superficie (FIA, 2017).

Actualmente, Chile posee una superficie fruticola de 342.654 ha, donde los cerezos se han
convertido en la principal especie frutal plantada con 48.960 ha. En segundo lugar, se

encuentran los nogales ingleses (Juglans regia) con alrededor de 43.734 ha hasta el afio
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2022, mostrando un importante crecimiento durante los Ultimos diez afios (Odepa, 2022).
Basados en los datos proporcionados por el Odepa (2022), la superficie de nogales se
concentra entre las regiones de Valparaiso (7.003 ha), Metropolitana (16.430 ha), O Higgins
(7.785 ha) y Maule (7.007 ha), de norte a sur a nivel nacional (Cuadro 2.1). En la Region del
Maule, los nogales ingleses cv. Chandler tienen una superficie plantada de 7.007 ha, siendo
un cultivo de creciente interés y expansion en la zona, alcanzado el tercer lugar en importancia
en la regién después de los manzanos y avellanos con 16.870 y 11.225 ha, respectivamente
(Odepa, 2022).

Cuadro 2.1. Superficie y distribucion geografica de plantaciones de nogal en las diferentes
regiones de Chile.

Region Superficie %
(ha) nacional
Atacama 14,3 0,04
Coquimbo 2145,3 6,1
Valparaiso 7003,3 16,6
Metropolitana 16430,2 34,6
O’Higgins 7785,9 17,2
Maule 7007,6 17,2
Bio Bio 1426,5 3,5
Araucania 410,7 1,0
Los Lagos 3,5 0,01
Los Rios 9,4 0,02
Nuble 1497,9 3,7
TOTAL 43734,9 100

Fuente: Odepa, 2022

Las variedades mas plantadas son Chandler, que hoy representa el 85% de los nogales
plantados en Chile, solo un 10% corresponde a Serr, y el 5% restante a otras variedades, las
que suelen ser Howard o Tulare. Pero Chandler se adapta mejor a todos los climas y si bien
para el norte se adapta mejor la Serr, sin que Chandler funcione mal, de Santiago al sur es
mucho mas facil la produccion de Chandler (Garcia, 20017). La preferencia por el cultivar
Chandler se debe a que presenta caracteristicas como; menor vigor, mayor rendimiento y
brotacion mas tardia que Serr y otras variedades, por lo que se adapta mejor al clima de las

zonas donde se concentra su distribucion (FIA, 2017).
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2.1.2 Produccion y exportacion de nueces

El fuerte impulso que hatenido en Chile el cultivo industrial del nogal en los ultimos 30 afios
se debe, en primer lugar, al desarrollo tecnolégico constante, que desde los afios 80 impulsé
el INIA; ademas del importante incremento que tuvo el consumo de la nuez a nivel mundial y
a un periodo de alrededor de 15 afios de muy altos precios. En la actualidad se cultivan mas
de 42.000 hectareas de nogal en nuestro pais, desde Coquimbo a La Araucania, con una
produccion de 130 mil toneladas en 2019. El potencial de esta superficie, aunque se
mantuviera constante, es de mas de 240 mil toneladas, lo que se expresara en los préximos

afos (Lemus, 2019).

Los frutos secos alcanzaron ventas por 7606 toneladas durante el periodo enero-abril 2022. En
comparacion con igual periodo del afio 2021, estos valores representan una disminucién de -
23,7% en volumen y -9,7% en valor, comparado con igual periodo del afio anterior. El principal
producto exportado en términos de valor es la nuez sin cascara, que registra ventaspor 1.070
toneladas, representando 49% del total de envios de frutos secos. El principal destino fue
Francia (7%) Paises Bajos (6%) y Ecuador (3%), En cuanto a la nuez con cascara,se registré
ventas por 749 toneladas, enviadas principalmente a India (9%), Bielorrusia (2,4%)y Francia
(1,8%) (Pefaur, 2021).

De la produccién nacional de nueces de nogal, se exporta alrededor de un 90% y el 10%
restante se destina al mercado interno. En el pais no existe un gran desarrollo de este
mercado, debido a que el habito de consumir nueces diariamente aun no se ha instaurado
(FIA, 2017).

Segun registros oficiales del Servicio Agricola y Ganadero de Chile (SAG) reunidos por
ASOEX (Asociacién Chilena de Exportadores de Frutas), las exportaciones de la presente
temporada, que comprende el 21 de marzo como el primer dia de la temporada 2020, han
experimentado un déficit en comparacién con la temporada anterior, tanto en los envios de

nuez cony sin cascara (Cuadro 2.2).
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Cuadro 2.2. Exportacion nacional de nuez con y sin cascara (toneladas), entre la
temporada 2019 y 2020.

Exportacion de nuez con cascara (Toneladas)

Exportaciones 21/mar

Junio % de cambio ] % de cambio
al 30/jun
2019 2020 2020 vs 2019 2019 2020 2020 vs 2019
5.473 3.829 -30% 8.644 6.489 -25%

Exportacion de nuez sin cascara (Toneladas)

Exportaciones 21/mar

Junio % de cambio % de cambio
al 30/jun
2019 2020 2020 vs 2019 2019 2020 2020 vs 2019
28.515 19.481 -32% 72.342 47.109 -33%

Fuente: Chilenut, 2020

Sin embargo, cultivo del Nogal en Chile es y seguira siendo un negocio importante en la
fruticultura chilena y hoy cuenta con un gran niimero de empresas agricolas de mediano y
pequefio tamafio, que junto a las de mayor tamafio, generan un gran nimero de empleos en
toda la cadena productiva, que va desde la produccion de plantas en los viveros, la produccion
agricola, el procesamiento agroindustrial, la logistica y la comercializacion del producto a nivel
global (Chilenut, 2020)

2.2, Generali | cultiv In

El nogal es un frutal caducifolio de gran tamafio que desarrollan, una notoria médula en el
centro del tronco y presentar hojas compuestas de foliolos impares grandes, de color verde
opaco, bastante ricas en ricas en componentes aromaticos (ej: taninos), como todas las demas
partes de la planta (Chilenut, 2017; Lemus, 2001). El nogal es una planta monoica autofértil y
de fecundacion anemogama que presenta dicogamia o época de maduracion diferente para
cada sexo (Figura 2.2.), este problema se soluciona con huertos injertados ya que en el injerto

con yema adulta puede producir flores masculinas al afio de injertado (Barriga,1991).
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Figura 2.2. Flores masculinas (principios de octubre) de nogal cv. Chandler, San Rafael,

Regién del Maule. Foto de Gonzalo Diaz.

Las nueces son el fruto del nogal y es una drupa siempre comestible, tienen cascara lefiosa
(Figura 2.1), y entre las especies varia el tamafio y el porcentaje de pulpa o porcién comestible
(Lemus, 2001).

El sistema radical es muy desarrollado, consta de una raiz principal y un sistema
secundario de raices superficiales, las cuales se encuentran marcadamente distribuidas tanto
vertical como horizontalmente (Chilenut, 2017). Las raices del nogal son altamente sensibles
a la falta de oxigeno en el suelo (Lemus et al., 2010). Las raices de los arboles adultos pueden
penetrar hasta una profundidad de 3 metros y las de nuevas variedades compactas hasta 1,
50 m (Villaseca, 2004)

En Chile, se prefiere cultivar en su mayoria especies de nogal con fructificacién lateral, ya
que esta caracteristica permite una rapida entrada en produccion, menor vigorosidad y, por
ende, mayores rendimientos, debido a la posibilidad de establecer cultivos con mayor
densidad de plantacion (Gil, 2012).

Chandler es un cultivar mayoritariamente plantado por ser altamente productivo, con cerca
de 90% de las flores femeninas en yemas laterales (Gil, 2012). Es moderadamente vigoroso
y semierecto. Las nueces son grandes, redondas, suaves, con cascara algo blanda, por lo que
no son buenas para la venta con cascara, aunque, al parecer, este defecto tiende a
desaparecer a medida que el arbol se hace adulto. La nuez se parte con facilidad, y algunos
autores describen que resiste mejor el almacenamiento que otros cultivares. El porcentaje de
llenado de la nuez es del 49% (Valenzuela, 2001), ademas, el peso de fruto promedio de 14,6
g, peso de nuez de 7,1 g, calibre ecuatorial de 37 mm y un nimero de frutos que alcanzan un

color claro, que varia entre el 90 y el 100% de las nueces (Ibacache, 2002).

16



El comportamiento productivo de Chandler es bueno, si cuenta con buenos polinizantes
que se traslapen con la floracién femenina. En los Gltimos afios ha sido el cultivar mas plantado en
California, introducidos a partir del Programa de Mejoramiento Genético de Nueces de la
Universidad de California, probablemente por su facilidad al descascarado mecénico, base de
la industria estadounidense. En Chile también se esta plantando extensamente (Valenzuela et
al., 2001).

Su polinizador habitual en California era cv. Franquette, posteriormente se seleccioné un
polinizador especifico, cv. Cisco, sin embargo, la excesiva susceptibilidad a bacteriosis de este

ultimo aconseja la utilizacién de cv. Fernette (Aleta, 2002).

En la actualidad, en Chile casi la totalidad de los huertos con plantas de nogal adulto, se
encuentran sobre portainjertos de nogal inglés o francos. Sin embargo, durante los Ultimos
afios, se ha introducido el uso de portainjerto de semilla Paradox y sus derivados clonales
cdmo, Vlach, VX211 Y RX 1, ya que estos han presentado resultados favorables en California,
Estados Unidos, y se espera que estos mismos resultados se repliquen en Chile, debido al
gran parecido en las condiciones climaticas. Estos portainjertos, excepto Vlach presentan muy

buena resistencia a Phytophthora y se debe pagar royalty por ellos (FIA, 2017).

El cultivo comercial del nogal corresponde a una inversién a largo plazo ya que los arboles
de esta especie pueden mantenerse productivos entre 30 a 60 afios. En comparacién con
otras especies frutales, la entrada a plena produccién es mas lenta ya que los primeros frutos
comienzan a aparecer entre el tercer y cuarto afio, alcanzando el arbol su plena produccion
entre el séptimo y octavo afio con una produccion promedio de huerto de 5.000 kilos por ha
(Chilenut, 2009).

2.2.1 Requerimientos edafoclimaticos

Las condiciones 6ptimas para nogal se dan en climas montafiosos de valles cordilleranos
o0 lomajes suaves a los pies de la cordillera, con baja humedad relativa, para evitar la
enfermedad bacteriana peste negra de los frutos u hojas. En Chile este clima se encuentra a

més de 600 msnm (Loewe, 2001)

La variabilidad de los suelos chilenos, sumado al gran crecimiento en el interés de plantar
nogales, ha llevado a que estos se planten en casi todo tipo de suelos. Hay que tener en
cuenta que las plantas de nogal se desarrollan bien en suelos francos a francos arenosos, con

buen drenaje, libre de napas freaticas y compactaciones de suelo. Las raices del nogal son
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muy sensibles a la falta de oxigeno en el suelo y texturas mas finas o con compactaciones, y
suelos con poco drenaje, hacen mas propenso al nogal a desarrollar enfermedades de la raiz
(Phytophthora sp.). Otro factor del suelo importante es saber que cultivo habia anteriormente
en el huerto, los nogales tienen una fuerte alelopatia con raices de paltos y de nogales
(Mendoza, 2020).

El nogal requiere de cierta cantidad de horas de frio acumuladas (aproximadamente entre
400 a 1.000 h dependiendo de la variedad) para salir del receso y asi fructificar normalmente
en la temporada siguiente. A la vez, es exigente en calor durante su periodo vegetativo,
requiriendo al menos de seis meses en que la temperatura media alcance los 10 °C.
Temperaturas demasiado elevadas (40 °C) provocan quemaduras, deshidratacién del fruto y
defoliacion parcial de la planta. Debido a estas exigencias algunos autores sefialan que la
especie es sensible a los frios primaverales tardios, siendo catalogada como una especie

adicta al calor. En cambio, otros autores la consideran resistente al frio (CIREN, 2001)

A pesar de su rusticidad es muy sensible a la sequia. Para la seguridad del cultivo se debe
tener una disponibilidad de agua de 8.000 m3/anuales o 0,85 L/s por hectarea. La calidad del
agua es también importante y debe considerar una conductividad eléctrica mayor a 2 mmhos,

ademas baja en sales y cloruros (Chilenut, 2020)

El nogal comun presenta sensibilidad a las heladas tardias de primavera. Por lo tanto, es
conveniente evitarlas en época de (octubre-noviembre), sobre todo en plantas jovenes, ya que
afectan las flores y frutos pequefios. Las heladas tempranas en otofio también pueden
ocasionar pérdidas en los brotes terminales, algunos de los cuales pueden llevar flores
femeninas, lo que disminuye la produccién frutal. Sin embargo, el vigor del arbol no se ve
perjudicado por las heladas, por lo que resulta posible cultivar el nogal con objetivos
madereros en aquellas zonas donde las condiciones climaticas no favorecen la produccion
frutal (Loewe, 2001).

2.3 Enfermedades del nogal

Las enfermedades del nogal comun son relativamente escasas en comparacion con
otras especies frutales. No obstante, se conocen algunas enfermedades de
importancia econémica, debidas tanto a bacterias como a hongos (Acufa, 2010;
Latorre, 2018) Dentro de las enfermedades de origen fungoso mas comunes que afectan al
nogal son la Pudricién de raices causada por Armillaria melle; cancro gomoso, causado por
Botryosphaeria dohidea; cancrosis causado por Cytospora sp. y Neofusicoccum sp. entre

otras (Acufia, 2010). Por otra parte, las enfermedades referentes a bacteriosis mas
18



importantes enChile son agallas del cuello y raices, causada por Agrobacterium tumefaciens y
la peste negradel nogal causada por Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Acufia, 2010;
Latorre, 2018).

La peste negra se caracteriza por el desarrollo de manchas necréticas hundidas, café
oscuras a negras, que comprometen parcial o totalmente la nuez. Durante los estados iniciales
de la infeccion, se presenta un halo de tejidos acuosos. Ataques severos pueden producir
marchitez de brotes terminales que eventualmente conducen al desarrollo de pequefios
cancros en madera lignificada (Millar, 2020).

Otra patologia importante en los nogales a nivel nacional es la pudricion de raices y el
cuello causada por el género fungoso Phytophthora (Acufia, 2010; Latorre, 2004).
Recientemente se han descrito a Phytophthora cinnamomi y P. citrophthora causando
pudricién de raices y cuellos de nogales (Guajardo et al., 2019). Estos patdgenos producen
pérdidas productivas en torno al 12% a nivel nacional (Chilenut, 2020; Guajardo, 2019; Lemus,
2010).

2.3.1 Muerte regresiva en nogal

La muerte regresiva de ramas y ramillas en frutales es una enfermedad de importancia
econdmica a nivel mundial, que no solo afecta al nogal si no que afecta a diferentes especies
y causa grandes pérdidas productivas, debido a que disminuye la calidad y cantidad de los
frutos (Latorre, 2018; Chen et al., 2014). Dentro de los agentes causales que se han descrito
asociados a la muerte regresiva del nogal, se destacan las Botryosphaeriaceae spp. (Chen et
al., 2014, Lépez-Moral et al., 2020).

En los ultimos afios, se ha observado un incremento de cancros y muerte regresiva de
brazos en nogal por especies de Botryosphaeriaceae (Chen et al., 2014; Moral et al., 2019a;
Moral et al., 2019b). La muerte regresiva de ramillas y brazos de nogales ha sido descrita en
Espafa, California, China, Republica Checa y Corea del Sur (Chen et al., 2014; Cheon et al.,
2013; Trouillas et al., 2010; Zhang et al., 2017; Moral et al., 2019a; Lopez-Moral et al., 2020).

En el trabajo de Trouillas et al. (2010) se identificé a Neofusicoccum parvum desde
muestras de ramillas y brazos con muerte regresiva. Posteriormente, el trabajo de Chen et al.
(2014), donde muestre6 13 condados de California, se describieron 10 especies de
Botryosphaeriaceae entre las que se incluye Botryosphaeria dothidea, Diplodia mutila, D.
seriata, Dothiorella iberica, Lasiodiplodia citricola, Neofusicoccum mediterraneum, N.

nonguaesitum, N. parvum, N. vitifusiforme y Neoscytalidium dimidiatum. Sin embargo, también
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describié a dos especies de la familia Diaporthaceae incluyendo Diaporthe neotheicola y D.
rhusicola. De la misma forma, en Espafia, varias especies de la familia Botryosphaeriaceae
como B. dothidea, Diplodia seriata, Dothiorella sarmentorum, Dothiorella spp., Neofusicoccum
mediterraneum, y N. parvum, han sido descritas causando cancros y muerte regresiva de

brazos (L6pez-Moral et al., 2020).

En este sentido, en Chile se describi6 a la especie D. mutila causando la muerte de brazos
en nogales en la Regién del Maule en una incidencia entre 5 y 20% (Diaz et al., 2018).
Actualmente, se ha observado un incremento en la prevalencia de la enfermedad en nogales
comerciales de la Region del Maule, siendo una preocupacion para los productores. Las
especies se identificaron mediante las caracteristicas de crecimiento de la colonias, formas y
tamafio de conidias e identificacion molecular usando tres genes (ITS, BT y FE).
Recientemente se ha descrito a Dothiorella sarmentorum asociados a muerte de ramillas en
nogales de la Region del Maule (Figura 2.3)

Figura 2.3. Caracteristicas morfoldgicas y culturales de Botryosphaeriaceae causando
cancros y muerte regresiva de brazos en nogales en la Region del Maule. Conidia (A) y cultivo

en APD (B) de Diplodia mutila. Conidia y cultivo en APD de Dothiorella sarmentorum.

Los sintomas en plantas de nogales afectadas por Botryosphaeriaceae incluyen muerte en
brazos y ramillas de pantas jévenes y adultas, muerte de yemas y brotes, por hecrosamiento
de la madera con una coloracién pardo claro a pardo oscuro (Figura 2.4, 2.5 y 2.6).
Externamente desarrollan cancros alargados de pardo a naranjado, seguido por una gran
aparicion de picnidios negros en la corteza afectada (Latorre y Toledo, 1984, Sutton et al.,
2014; Pinilla, 2013). En Chile se describi6 a la especie D. mutila y Do. sarmentorum causando

la muerte de brazos en nogales en la Region del Maule (Diaz et al., 2018).
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Figura 2.4. Muerte regresiva en nogales. Ramillas mostrando sintoma de necrosis de la
madera de las ramillas, desde la herida de poda (A). Arbol con muerte regresiva, con menor

desarrollo de brotes, por presencia de ramillas con muerte parcial (B). Fotos de Gonzalo Diaz.

Figura 2.5. Muerte regresiva de ramilla de nogal cv. Chandler de plantacién adulta de 12
afios en Longavi, Region del Maule. Cancro y muerte de ramilla con presencia de picnidios
(A). Corte transversal de ramillas con muerte mostrando necrosis sectorial de la madera (B).

Fotos de Gonzalo Diaz.
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Figura 2.6. Muerte regresiva de nogal cv. Chandler de plantacion adulta de 12 afios en
Longavi, Region del Maule. Planta mostrando brazos y mudltiples ramillas con muerte(A).

Muerte de ramillas y necrosis de la madera (B). Gonzalo Diaz.

Las especies de Botryosphaeriaceae también pueden causar atizonamiento de brotes,
flores y frutos en arboles de nogales, generando problemas adicionales (Figura 2.7) (Chen et
al., 2014; Eichmeier et al., 2020; Lépez-Moral et al., 2020; Moral et al., 2019a). Este fendmeno
es muy comun en pistachos y almendros en la zona de California, E.E.U.U. donde las especies
atacan inflorescencias y frutos (Moral et al., 2019a). En nogales se han determinado como
potenciales fuentes de indculo a los frutos y ramillas que se encuentran en el suelo (Figura
2.8) (Moral et al., 2019a).

al., 2019. Plant Disease

Figura 2.7. Atizonamiento de brote y frutos afectados por Botryosphaeriaceae como N.

meditarraneum en huerto de nogal en California, E.E.U.U (Moral et al., 2019).
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Figura 2.8. Muerte regresiva en ramillas (A) de nogal cv. Chandler con formacién de
picnidios (B) como restos de poda (fuentes de in6culo) en huerto comerciales de la Region del
Maule. Fotos de Gonzalo Diaz.

También se ha descrito a las especies D. seriata (=Botryosphaeria obtusa) y D. mutila
asociadas a la pudricién negra de la manzana (=Black rot) durante precosecha de frutos en la
Region de Maule (Figura 2.9) (Caceres et al., 2016; Diaz et al., 2019a). Estos frutos cuando
no son cosechados quedan en los arboles de manzano como también en el suelo del huerto,
de esta forma pueden ser potenciales fuentes de inéculo (Figura 2.9),

Figura 2.9. Frutos de manzanos con pudricion negra causada por Diplodia seriata y D.
mutila en Chile. Frutos con sintomas de pudricién negra 15 dias antes de cosecha. Fruto
momificado en el arbol con pudricion negra como potenciales fuentes de indculo en manzanos
(Diaz et al., 2019a).
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Ademas, se han identificado D. seriata, D. mutila, B. dothidea y Spencermartinsia viticola
causando cancros y muerte regresiva, en vifiedos para vino y para uva de mesa (Morales et
al., 2012; Diaz et al., 2013). Otros hospederos, donde se han descrito a N. arbuti, N. australe
y N. parvum causando muerte regresiva es en plantaciones de arandanos (Espinoza et al.,
2009).La muerte regresiva en ramillas (Vaccinium corymbosum L.) es una enfermedad de
amplia distribucion mundial y de creciente importancia en Chile, asociada a la especie
Neofusicoccum (Diaz, 2012; Chou 1987).

Figura 2.1. Ramilla de arandano cv. Duke mostrando muerte regresiva asociados a
Botryosphaeriaceae spp. en un campo comercial de plantacion de 10 afios de edad en Linares,

Regién del Maule. Foto de Gonzalo Diaz.

La alta incidencia de muerte regresiva reportada no solo en nogales (Diaz et al., 2018),
sino que es un problema méas amplio que afecta a varios hospederos frutales como manzanos
(Diaz et al., 2019), vides (Morales et al., 2012; Diaz et al., 2013) y ardndanos (Espinoza et al.,
2009), ratifican que es una enfermedad que ataca a varios hospederos frutales, sino que
ademas que estas especies frutales se cultiven en forma conjunta en un mismo huerto o en
las cercanias como ocurre en la zona central de Chile, es posible que ocurra infecciones
cruzada por especies de Botryosphaeriaceae entre estos hospederos frutales, siendo
potenciales fuentes de indculo entre los frutales. En la actualidad no existe evidencia o
literatura sobre la posible infeccion cruzada asociada a especies de Botryosphaeriaceae en

diferentes especies frutales en Chile.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del

Este estudio se llevd a cabo bajo condiciones de campo y laboratorio. La ubicacion del
huerto en el que se realizé la investigacion fue en Fundo San Cayetano S/N, San Rafael,
Regién del Maule y el estudio de invernadero se llevo a cabo en el Laboratorio de Patologia
Frutal, adscrito a la Facultad de Ciencias Agrarias, ubicado en el Campus Talca de la

Universidad de Talca, Avenida Lircay S/N,Talca, Chile.

Figura 3.1. Zona del estudio de campo, Fundo San Cayetano (A) y Laboratorio Patologia
Frutal, Universidad de Talca (B).

3.2 Aislados { inécul

Para la preparacion del in6culo, se utilizaron cultivos puros de 10 aislados de especies de
Botryosphaeriaceae que fueron obtenidos desde arandanos, kiwis, nogales, vid, y manzanos,
con muerte regresiva (Cuadro 3.1). Los cultivos utilizados fueron de 15 dias de edad en medio
de cultivo agar-papa-dextrosa (APD, 2%) de placas de Petri estériles de 88-mm de diametro,
fueron incubados a temperatura ambiente (22 °C) bajo un régimen de luz/noche (12h/12h)
(Figura 3.1). A cada placa con crecimiento micelial y presencia de picnidios, se le agrego 3
mL de una mezcla de agua +Tween 80 (0,1%). Se rasp6 suavemente sobre la placa de Petri
con un bisturi estéril en reiteradas veces liberando micelio. Después se agregé a una
trituradora fina, obteniendo suspensiones de miceliales, las cuales fueron filtradas en gasa
estéril, obteniendo suspensiones homogéneas. Estas suspensiones se ajustaron a una
concentracion de suspensioén de fragmentos de micelio de 108 fragmentos/mL, utilizando un
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hemacitometro. Las suspensiones se prepararon 12 horas previas y fueron mantenidas a

4°C,hasta su utilizacién en la inoculacién de estacas o ramillas de nogal.

Cuadro 3.1. Especies de Botryosphaeriaceae, Lasiodiplodia theobromae, Diplodia mutila,
D. seriata, Neofusicoccum arburi y N. parvum obtenidos desde hospederos frutales con muerte

regresiva en la Regién del Maule.

Especie Hospedero Localidad
1. Lasiodiplodia theobromae (LT-Mz) Manzano Los Niches
2. Diplodia seriata (DS-Mz) Manzano Molina
3. Neofusicoccum arbuti (NA-Mz) Manzano Parral
4. Diplodia mutila (DM-Mz) Manzano Talca
5. Diplodia seriata (DS-Vid) Vid San Clemente
6. Neofusicoccum parvum (NP-Vid) Vid Curico
7. Neofusicoccum parvum (NP-Ara-1) Arandano Longavi
8. Neofusicoccum parvum (NP-Ara-2) Arandano Linares
9. Diplodia mutila (DM-Nog) Nogal Parral
10. Neofusicoccum parvum (NP-Nog) Nogal San Rafael
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Figura 3.1. Aislados de especies de Botryosphaeriaceae utilizados en el estudio de 15 dias
de edad en medio APD incubados a 22°. Lasiodiplodia theobromae (LT-Mz) (A). Diplodia
seriata (DS-Mz) (B), Neofosicoccum arbuti (NA-Mz) (C), D. mutila (DM-Mz) (D), D. seriata (DS-
Vid) (E), Neofosicoccum N. parvum (NP-Vid) (F), N. parvum (NP-Ara-1) (G), N. parvum (NP-
Ara-2) (H), Diplodia mutila (DM-Nog) (I), Neofosicoccum parvum (NP-nog) (J) C.

3.3 Inoculacion de estacas de nogal en condiciones de laboratorio

En la inoculacion de estacas se utilizaron los 10 aislados de Botryosphaeriaceae spp.
(Figura 3.1). Para este ensayo se seleccionaron ramillas aparentemente sanas, las cuales se
obtuvieron desde un huerto comercial de nogales cv. Chandler (10 afios), en San Rafael,
Region del Maule. Estas ramillas lignificadas y dormantes, se podaron manualmente con el
uso de tijera Felco 5 (Flisch group, Suiza), desde su zona basal en junio (n= 520) con una
longitud de 50 cm. Posteriormente se llevaron al laboratorio. Después de 24 horas, las ramillas
en receso se podaron en bisel en su zona distal y se colocaron en forma vertical al interior de
cajas plasticas con perlita himeda. Las estacas fueron sumergidas en la zona basal (3 cm) en
un enraizante (Anasac, Chile). Una vez ordenadas las estacas, se mantuvieron a una
temperatura constante de 18-22°C con régimen de luz (12h/12h) con una humedad de 85%
en invernadero. Inmediatamente después, cada herida de poda se inoculé con 100 uL de una
suspension de fragmentos de micelio (106 fragmentos/mL) de cada aislado. En el caso del
tratamiento testigo, se utiliz6 100 uL de agua destilada estéril (tratamiento negativo) (Cuadro
3.1). Luego se procedio a proteger con film plastico (parafilm) cada herida. Después de 4
meses de incubacion, se procedié observar sintomas externos e internos y a medir la lesion

necrética
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(mm) desde la zona de inoculacion (herida de poda) hacia la base de las ramillas utilizando
un calibrador digital Vernier serie 500 Absolute digimatic (Mitutoyo America Corporation,

E.E.U.U). Se realizé un re-aislamiento de cada ramilla en medio APD para confirmar que el

dafio observado fue provocado por el hongo inoculado.

A

Figura 3.2. Inoculacion de estacas de nogales cv. Chandler con suspension de micelio de
Botryosphaeriaceae spp. en condiciones de laboratorio. Ramilla con herida de poda fresca

(A). Inoculacion de la herida de poda en estacas de nogal (B)

3.4 Inoculacion de ramillas de nogal en condiciones de campo

Para la inoculacion de ramillas en condiciones de campo, la poda se realiz6 de forma
manual usando tijera de podar con un corte de bisel, dejando una ramilla de al menos 20-30
cm de longitud. De inmediato se inoculd cada ramilla con 100 uL de una suspension de
conidios/micelio de cada aislado. Después de 8 meses de incubacién, se procedié a observar
sintomas externos e internos y a medir la lesion necrética (mm) desde la zona de inoculacion
(herida de poda) hacia la base (mm) de las ramillas utilizando un calibrador digital Vernier
(serie 500 Absolute digimatic, Mitutoyo America Corporation). Se realizé un re-aislamiento de
cada ramilla en medio APD para confirmar que el dafio observado fue provocado por el hongo

inoculado.
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Figura 3.3. Inoculacién de ramillas de nogal cv. Chandler con suspension de fragmentos de
micelio (10 fragmentos/mL) de Botryosphaeriaceae spp. en condiciones de campo, en San
Rafael, Region del Maule. Ramillas en receso (A). Ramilla con herida de poda fresca (B).

Inoculacion de la herida de poda en ramillas de nogal (C).

Su utilizé un disefio completamente al azar (DCA) en condiciones de laboratorio. La unidad

experimental correspondié a 10 ramillas, empleando 4 repeticiones. Los promedios de las
lesiones necréticas de los 10 aislados de Botryosphaeriaceae y el testigo fueron sometidos a
un andlisis de varianza (ANDEVA; P<0.05) y en caso de ser significativa la diferencia entre los
promedios, se realizé una prueba de rango mdltiple de Tukey. Se utilizd6 el programa
estadistico Statgraphics Centurion XVI (Statgraphics Technologies, Inc. Virginia, E.E.U.U).

En condiciones de campo se utilizé un disefio de bloques completamente al azar (DBA).La
unidad experimental correspondié a 9 ramillas/arbol, empleando 5 repeticiones. Los
promedios de las lesiones necréticas de los 10 aislados y el testigo fueron sometidos a un
analisis de varianza (ANDEVA; P<0.05) y en caso de ser significativa la diferencia entre los
promedios, se realizé una prueba de rango mdltiple de Tukey. Se utilizd6 el programa
estadistico Statgraphics Centurion XVI (Statgraphics Technologies, Inc. Virginia, E.E.U.U).
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4. RESULTADOS

41 Lesi - : lad licién de | |

Después de 4 meses de incubacion en condiciones de invernadero, las estacas de nogal
cv. Chandler brotaron y formaron sistema radical, mostrando la viabilidad de las estacas
formadas. Las estacas inoculadas con los 10 aislados de especies de la familia
Botryosphaeriaceae, desarrollaron lesiones necréticas de color café oscuro desde la zona
infectada haca la base de las estacas (Figura 4.1).

Figura 4.1. Estacas de nogal cv. Chandler con lesiones necréticas provocadas por
Botryosphaeriaceae spp. en condiciones de laboratorio. Estacas mostrando cancro y necrosis

(A). Ramilla mostrando necrosis del tejido desde la zona de inoculacion (B).

El promedio de la lesion en milimetros en las ramillas de nogal segun los aislados fue el
siguiente, en Lasiodiplodia theobromae (LT-Mz) 11,6 mm, Diplodia mutila (DM-Mz) 15,5mm,
Diplodia seriata (DS-Vid) 16,5mm, Diplodia seriata (DS-Mz) 18,3mm, Neofusicoccum parvum
(NP-Vid) 28,5mm, Neofusicoccum parvum (NP-Ara-2) 36,1mm, Diplodia mutila (DM-Nog)
37,8mm, Neofusicoccum parvum (NP-Ara-1) 37,9mm, Neofusicoccum arbuti (NA-Mz) 45,2mm

y Neofusicoccum parvum (NP-nog) 55,5 mm (Figuras 4.1y 4.2).

Basados en andlisis estadistico, se encontrd diferencias estadisticamente significativas
entre los promedios (P=0,0001) de largo de lesion (mm), donde las especies de
Botryosphaeriaceae como N. parvum (aislados vid, arandano y nogal), N. arbuti (aislado

manzano) y D. mutila (aislado nogal) fueron los méas agresivos y diferentes estadisticamente
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que el resto, incluyendo al testigo (Cuadro 4.1 y Figura 4.2). Las estacas inoculadas con
tratamiento testigo (agua) fueron similares estadisticamente a las lesiones causadas por D.

seriata (aislados vid y manzano) y D. mutila (aislado manzano).

Cuadro 4.1. Andlisis de varianza para largo de lesion (mm) por especies de Botryosphaeriaceae
cultivadas en laboratorio (algo asf)

Fuente Sumade Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 9526,12 10 952,612 46,98 0,0001
Intra grupos 669,179 33 20,2781

Total (Corr.) 10195,3 43

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de largo de lesion (mm) entre un nivel de

tratamiento y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.
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Figura 4.2. Promedio de lesiones necréticas en estacas de nogal cv. Chandler, en
condicidn de invernadero después de 4 meses de inoculadas ocn cultivo de las diferentes

especies de Botryosphaeriaceae.
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Cuadro 4.1. Lesion necroética en estacas de nogal cv. Chandler (diez afios) de los 10

aislados de Botryosphaeriaceae, después de 4 meses de incubacion en condiciones de

invernadero
Promedio de lesién
Tratamiento necrotica (mm) Prueba Tukey
Testigo (Agua) 7.6 a
L. theobromae (LT-Mz) 11,6 a
D. mutila (DM-Mz) 15,5 a
D. seriata (DS-Vid) 16,5 a
D. seriata (DS-Mz) 18,3 ab
N. parvun (NP-Vid) 28,5 bc
N. parvun (NP-Ara-2) 36,1 cd
D. mutila (DM-Nog) 37,8 cd
N. parvun (NP-Ara-1) 37,9 cd
N. arbuti (NA-Mz) 45,2 de
N. parvun (NP-nog) 55,5 e

*Promedios seguidos por la misma letra mindscula en columna no difirieren

significativamente seguln la prueba de rango multiple de Tukey (P<0,05).

De acuerdo con los diferentes reaislamientos, todas las especies y aislados fueron
exitosamente re-aislados desde las lesiones de ramillas. Esto confirma la presencia e
identificacién de cada especie y aislado, que fue inoculada inicialmente. En caso contrario,

el tratamiento testigo fue negativo a los re-aislamiento.

n ramill

En condiciones de huerto, después de 8 meses de incubacion, todas las ramillas de
nogal cv. Chandler rompieron la dormancia y brotaron en donde las ramillas inoculadas con
los aislados de especies de Botryosphaeriaceae, desarrollaron lesiones necréticas visibles
de color pardo oscuro en la madera desde la herida de poda hacia la base de la ramilla
(Figura 4.3).
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Figura 4.3. Ramillas de nogal cv. Chandler con lesiones necroticas visibles provocadas
por Neofusicoccum parvum (NP-nog) (A) y Neofusicoccum arbuti (NA-Mz) (B) en

condiciones decampo.

El promedio de la lesién en milimetros en las ramillas de nogal segun los aislados fue,
en Lasiodiplodia theobromae (LT-Mz) 18,2 mm, Diplodia mutila (DM-Mz) 26,9mm, Diplodia
seriata (DS-Vid) 29,2mm, Diplodia seriata (DS-Mz) 39,8mm, Diplodia mutila (DM-Nog) 70,2
mm Neofusicoccum parvum (NP-Vid) 72,2mm, N. parvum (NP-Ara-1) 76,9mm, N. parvum
(NP-Ara-2) 83,5mm, N. arbuti (NA-Mz)114,6 mm y N. parvum (NP-nog) 131,5 mm (Figura
4.4).

Basado en andlisis estadistico, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los promedios (P=0,00001) de largo de lesién (mm), donde las especies de
Botryosphaeriaceae como Neofusicoccum parvum (aislados vid, ardndano y nogal), N.
arbuti (aislado manzano) y Diplodia mutila (aislado nogal) fueron los mas agresivos y
diferentes estadisticamente que el resto, incluyendo al testigo (Cuadro 4.2 y Figura 4.4).
Las ramillas inoculadas con D. seriata (aislados vid y manzano), D. mutila (aislado
manzano) y Lasiodiplodia theobromae (aislado manzano), fueron los menos agresivos y

diferentes estadisticamente, siendo L. theobromae (aislado manzano) el menos virulento.
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Cuadro 4.2. Analisis de Varianza para SQRT Largo de lesion (mm) - Suma de Cuadrados

Tipo Il
Sumade Cuadrado
Fuente Cuadrados o] Medio Razon-F Valor-P
A: tratamiento 345,347 10 34,5347 167,87 0,0001
B: blogue 0,484303 4 0,121076 0,59 0,6728
Residuos 8,22867 40 0,205717
Total (corregido) 354,06 54

*Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de largo de lesion (mm) entre un nivel de

tratamiento y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.
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Figura 4.4. Promedio de lesiones necréticas en ramillas de nogal cv. Chandler inoculadas con
especies de Botryosphaeriaceae, después de 8 meses en condicion de campo en San Rafael,

Regiondel Maule.
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Cuadro 4.2.2 Lesion necrética en ramillas de nogal cv. Chandler (diez afios) de los 10

aislados de Botryosphaeriaceae, después de 8 meses de incubacion en condiciones de

campo.
Promedio de lesion
Tratamiento necrética (mm) Prueba Tukey
Testigo (Agua) 10,1, a
L. theobromae (LT-Mz) 18,2 b
D. mutila (DM-Mz) 26,9 c
D. seriata (DS-Vid) 29,2 c
D. seriata (DS-Mz) 39,8 d
D. mutila (DM-Nog) 70,2 e
N. parvun (NP-Vid) 72,2 e
N. parvun (NP-Ara-2) 76,9 e
N. parvun (NP-Ara-1) 83,5 e
N. arbuti (NA-Mz) 114,6 f
N. parvun (NP-nog) 131,5 f

*Promedios seguidos por la misma letra mindscula en columna no difirieren
significativamente seguln la prueba de rango multiple de Tukey (P<0,05).

De acuerdo con los diferentes re-aislamientos, todas las especies y aislados fueron
exitosamente re-aislados (100%) desde las lesiones de ramillas (Figura 4.4.). Esto confirma
la presencia e identificacion de cada especie y aislado, que fue inoculada inicialmente,

basados es aspectos de la colonia y morfologicos (Figura4.5.).
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Figura 4.5. Reaislamiento de ramillas inoculadas con Botryosphaeriaceae spp. en medio

de cultivo APD (2%) después de 7 dias de incubacion a 20°C. Lasiodiplodia theobromae (LT-
Mz) (A). Diplodia seriata (DS-Mz) (B), Neofosicoccum arbuti (NA-Mz) (C), D. mutila (DM-Mz)
(D), D. seriata (DS-Vid) (E), Neofosicoccum N. parvum (NP-Vid) (F), N. parvum (NP-Ara-1)
(G), N. parvum (NP-Ara-2) (H), Diplodia mutila (DM-Nog) (1), Neofosicoccum parvum (NP-nog)
(J), Testigo (K).
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5. DISCUSION

En el presente trabajo se estudié y demostré la capacidad de diferentes aislados de
especies de Botryosphaeriaceae obtenidos desde distintos hospederos frutales, de infectar y
causar lesiones necroéticas en estacas y ramillas de nogales cv. Chandler. Este trabajo
constituye el primer estudio sobre virulencia de Botryosphaeriaceae de diferentes hospederos
en Chile.

Los hongos pertenecientes a la familia Botryosphaeriacea se han descrito como organismos
endofitos o patégenos oportunistas asociados con condiciones de estrés (Denman et al.2000;
Zapatillas y Wingfield 2007). Las especies de Botryosphaeriaceae constituyen un grupo
grande y diverso de hongos que se sabe que infectan a hospederos lefiosos en todo elmundo.
Varios son los estudios que se han realizado en diversos paises que han descrito a lafamilia
Botryosphaeriaceae ocasionando cancros, muerte de brazos y muerte de plantas en diferentes
cultivos (Cunnington et al., 2007; Moreira et al., 2021), frutales como vides (Carlucciet al., 2015;
Gramaje et al., 2016), arandanos (Hilario et al., 2020), manzanos (Delgado- Cerrone et al.,
2016; Sessa et al., 2017), paltos (Guarnaccia et al., 2016), y en frutales de frutos secos como
almendro (Olmo et al., 2016) y pistachos (Chen et al., 2014b; Nouri et al., 2019).

En cuanto a la etiologia de la muerte regresiva en nogales, en diferentes trabajos realizados en
Iran, Espafia, Corea del Sur, Republica Checa, Italia y California (E.E.U. U), se han identificado
a varias especies de la familia Botryosphaeriaceae incluyendo a B.dothidea, Diplodia (D.)
mutila, D. seriata, Do. viticola, Do. sarmentorum, Do. iberica, Do. omnivora, N. parvum, N.
mediterrraneum, N. nonquaesitum, N. vitifusiforme (Trouillas et al., 2010; Cheon etal., 2013;
Chen et al., 2014; Moral et al., 2019; Lopez-Moral et al., 2020; Sohrabi et al., 2020;Gusella et
al., 2020). En este sentido, en Chile se ha descrito la especie Diplodia mutila causando muerte
regresiva en la Region del Maule (Diaz et al., 2018), pero recientemente se describieron
adicionalmente a D. seriatay N. parvum (Luna et al., 2022). Sin embargo, en esteltimo trabajo,
se encontraron otros agentes causales, como especies de Diaporthe, asociados a la muerte
de ramillas y brazos de nogales, coincidiendo con estudios previos donde han descritoa
Diaporthaceae causando muerte en nogales en California y Espafa (Chen et al., 2014; Lépez-
Moral et al., 2020), como también en otros hospederos frutales como kiwi (Diaz et al.,2021) y
arandano (Elfar et al., 2013).
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Basado en los resultados obtenidos en el presente estudio tanto en condicién de campo
como en invernadero, se determiné que las especies de Botryosphaeriaceae, Neofusicoccum
arbuti (NA-Mz) provenientes de manzano y tres aislados de N. parvum (NP-Nog) provenientes
de nogal, (NP-Vid) vid y (NP-Ara) arandano, son especies muy virulentas causando necrosis
y muerte regresiva en estacas y ramillas de nogal cv. Chandler. Por lo tanto, este estudio
demuestra que las especies de Neofusicoccum son las mas agresivas, coincidiendo con lo
descrito en California y Corea por Trouillas et al. (2010) y Cheon et al., (2013) respectivamente,
quienes determinaron a N. parvum como una de las especies mas virulentas en nogales.
Recientemente, Jiménez-Luna et al. (2022) declararon a la especie N. parvum como la mas
agresiva cuando la comparan con D. mutila y D. seriata causando cancros en nogales, pero
todos los aislados fueron obtenidos desde nogal, concordando con los resultados obtenidos
en el actual trabajo, donde N. parvum es muy agresiva. En este sentido, varios estudios han
obtenido a laespecie N. parvum como uno de los patégenos de la madera méas agresivos para
muchos cultivos (Inderbitzin et al., 2010; Chen et al., 2014; Lépez-Moral et al., 2020), pistachos
(Holland et al., 2021), palto (McDonald et al., 2009) y citricos (Adesemoye y Eskalen, 2011) y
vides (Diaz et al., 2013).

Los resultados mostraron a D. mutila del nogal como un patégeno virulento y a
D. seriata como moderadamente virulento, similar a lo obtenido en Espafia (Lopez Moral et al.,
2020). Precisamente este trabajo también reporta que Diplodia seriata y D. mutilapresent6
menor tamafio de lesiones necréticas en estacas y ramillas estudiadas en comparacién con
N. parvum que fue altamente virulento. Sin embargo, en el presente trabajola especie que
presenté una baja virulencia en condiciones de campo y laboratorio fue Lasiodiplodia
theobromae. Es importante mencionar que L. theobromae es una especie de unambiente sub-
tropical a tropical, donde la temperatura juega un rol importante en su fisiologiay su
agresividad, siendo una especie agresiva en vides de México y EE.UU. (Gramaje et al.,2018)

y arandanos en Peru (Rodriguez-Galvez et al., 2020).

En Chile también se han aislado e identificado a Botryosphaeriaceae causando muerte
regresiva en arandano (Espinoza et al., 2009), kiwi (Diaz et al., 2020), nogal (Diaz et al.,2013),
limonero (Guajardo et al., 2018) y palto (Valencia et al., 2019), convirtiendo a estos frutales en
posibles fuentes de inéculo para huertos de nogal que se pueden encontrar en lascercanias.
Por ende, se debe considerar este aspecto para el manejo de enfermedades de cancros y

muerte de frutales.
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La infeccion de los huertos por Botryosphaeriaceae podrian atribuirse a las diferentes rutas
de infeccién de estos hongos. Las infecciones pueden provenir inicialmente de materiales de
vivero, como se ha informado en diferentes tipos de cultivos (Smit et al., 1996; Espinosa et al.,
2013; Tennakoon et al., 2017), incluido el nogal (Chen et al., 2013b). Sin embargo, en
infecciones de campo en un huerto nuevo (aparentemente limpio) lo mas probable es que el
in6culo se haya originado a partir de fuentes provenientes desde hospederos alternativos
cultivados en las proximidades de los huertos de nogales. Por lo tanto, el presentetrabajo es
pionero en demostrar a especies de la familia Botryosphaeriaceae obtenidas desde otros
hospederos frutales causando muerte regresiva, y provocar cancros y muerte regresiva en
estacas y ramillas de nogales, donde las especies de Neofusicoccum fueron las mas
agresivas, sin importar su origen. Basados en el trabajo de Van Dyk et al., 2021, especies de
la familia Botryosphaeriaceae asociadas a muerte en olivos europeos y silvestres, indicaron
que los aislados obtenidos desde olivos europeos fueron mas virulentos que los aislados
obtenidos desde olivos silvestres, es decir desde los otros hospederos, coincidiendo con el
presente estudio. Sin embargo, para el caso del hongo de la madera Eutypa lata fue lo
contrario, siendo mas agresivo el aislado obtenido desde olivos silvestres (Van Dyk et al.,
2021). De este modo, losdatos obtenidos en el presente trabajo de Van Dyk et al., 2021 nos
evidencian que las especies mas agresivas fueron los aislados obtenidos en el mismo

hospedero como de otros hospederos.

El presente estudio constituye el primero a nivel nacional y mundial que demuestra
infecciéon en nogales por cultivos de especies de la familia Botryosphaeriaceae obtenidos
desde diferentes hospederos frutales. Esto demuestra parcialmente la ocurrencia de
infecciones cruzadas por Botryosphaeriaceae en huertos frutales que se encuentren en las
cercanias y ser fuentes de in6culo. Esto concuerda con el trabajo de realizado en Sudéfrica por
Mojeremane et al. (2020), quienes determinaron que los aislados de N. australe y N.
stellenboschiana obtenidos desde diferentes hospederos como vides, ciruelos, manzanos,
olivos y pimiento boliviano fueron capaces de causar lesiones en las mismas especies, variando
la virulencia entre los aislados, y demuestran la capacidad de infeccién cruzada de
Botryosphaeriaceae en diferentes especies frutales y ornamentales. Sin embargo, este tltimo
trabajo fue realizado en brotes de los hospederos, siendo que el problema ocurre en material

lignificado (madera) de las especies frutales (Mojeremane et al., 2020).

El manejo integrado de enfermedades sigue siendo efectivo para prevenir y controlar los
hongos causantes de enfermedades de la madera. La poda en tiempo seco, el manejo del

tamafio del dosel permitiendo la ventilacion y la exposicion a la luz solar, y el mantenimiento
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de bajas densidades de plantacion de arboles son practicas recomendadas para minimizar los
riesgos y la gravedad de las infecciones (Moral et al., 2019a, 2019b). Ademas, se recomienda
encarecidamente en la poda, la eliminacién de los tejidos muertos e infectados que
generalmente desarrollan de picnidios), asi como evitar el mojado excesivo de los troncos o
las copas de los arboles hospederos para limitar la acumulacion y dispersion del indculo de
Botryosphaeriaceae y prolongar la longevidad y productividad del cultivo, con se ha
demostrado en los huertos de pistacho u vifiedos (Michailides y Morgan 1993; Gispert et al.,
2020).

La infeccion se inicia en las heridas de poda, primordialmente asociada a eventos de lluvias
0 riego por aspersion que ayudan a la dispersion del inéculo (conidias formadas en los
picnidios de los tejidos enfermos), junto con el viento (Valencia et al., 2019; Michailides y
Morgan 1993; Luo et al., 2020). Asi, las conidias de Botryosphaeriaceae, una vez que llegan a
las heridas de poda, pueden germinar e iniciar la colonizacién y posterior infeccion,
desarrollando con los meses y afos la necrosis y cancros que provocan los sintomas de
muerte regresiva de ramillas y brazos en nogales (Moral et al., 2019a). Por lo tanto, proteger
las heridas del hospedero con aplicaciones de fungicidas es la mejor estrategia disponible
para prevenir las infecciones fangicas, como se ha demostrado en otros patosistemas
(Rolshausen et al., 2010; Diaz and Latorre, 2013). Actualmente en Chile se aplica azufre

calcéreo en nogal para controlar el desarrollo de Botryosphaeriaceae.

En el manejo de enfermedades de la madera como la muerte regresiva de especies frutales que
incluyen entre sus hospederos a vides, arandanos, manzanos y nogales, asociadas a hongos
pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae requieren de conocer aspectos
epidemiolégicos de la enfermedad para poder planificar la mejor estrategia en el manejo y
control, como el conocimiento de las fuentes de in6culo y las vias de infeccion en las plantas

frutales.
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6 CONCLUSIONES
En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye que:

Tanto en estacas como en ramilllas de nogal cv. Chandler, las especies Neofusicoccum parvum

(aislados vid, arandano y nogal), N. arbuti (aislado manzano) y D. mutila (aislado nogal) fueron los
mas agresivos.

Finalmente, se rechaza la hipotesis, porque las especies mas agresivas incluyen
Botryosphaeriaceae de origen distinto al nogal.
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