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RESUMEN

Chile es considerado un gran exportador a nivel mundial y se encuentra en el primer lugar en
el hemisferio sur en exportacién de vinos y cuarto a nivel mundial, abarcando una superficie
plantada de 136.166 ha de vides viniferas, donde la principal zona de produccion es la Region
del Maule con 53.546 ha. Sin embargo, las vides se ven afectadas en rentabilidad y disminucion
de la produccion por enfermedades como la muerte regresiva asociada a especies de la familia
Botryosphaeriaceae. El presente estudio tiene como objetivo determinar la lesiéon necrética en
estacas de vides cvs. Cabernet Sauvignon y Syrah en laboratorio y en cargadores de vid cv. C.
Sauvignon en el campo inoculados con una suspension de fragmentos de micelio (10° conidia/mL)
de 10 aislados de Botryosphaeriaceae (L. theobromae, D. mutila, D. seriata, N arbuti y N. parvum)
obtenidos desde diferentes hospederos frutales (manzanos, arandanos, vides y nogales) de la
Region del Maule. Después de 6 meses (laboratorio) y 9 meses (campo) de incubacién, las
estacas y cargadores desarrollaron lesiones necroéticas significativas que oscilan entre 11 y 86
mm de longitud. Los resultados mostraron que todas las especies causaron lesiones significativas
en la vid, pero la especie N. parvum fue la mas virulenta seguida por N. arbuti y D. mutila. En
estacas y cargadores la especie L. theobromae fue significativamente la menos virulenta. Este
estudio indica que aislados de especies Neofusicoccum spp. serian mas virulentos que el resto
de las especies de Botryosphaeriaceae, sin importar el origen del aislado, causando lesiones

necroticas en vides.

Palabras claves: Vitis vinifera, inoculacion, lesion necrética y hospedero frutal.



ABSTRACT

Chile is considered a major exporter worldwide and is in first place in the southern hemisphere
in wine exports and fourth in the world, covering an area planted with 136,166 ha of viniferous
vines, where the main production area is the Region of the Maule with 53,546 ha. However, the
grapevines are affected in profitability and decreased production by diseases such as dieback
associated with Botryosphaeriaceae spp. The objective of this study is to determine the necrotic
lesion in cuttings of grapevines cvs. Cabernet Sauvignon and Syrah in the laboratory and in cv.
C. Sauvignon in the field, inoculated with a suspension of mycelium fragments (10° conidia/mL)
of 10 Botryosphaeriaceae isolates belonging to L. theobromae, D. mutila, D. seriata, N. arbuti and
N. parvum) obtained from different host fruit trees (apple, blueberries, grapevines and walnut
trees) from the Maule Region. After 6 months (laboratory) and 9 months (field) of incubation,
cuttings and canes developed significant necrotic lesions ranging from 11 to 86 mm in length.
Results showed that all species caused significant lesions on grapevine, but N. parvum was the
most virulent followed by N. arbuti and D. mutila. In cutting and canes, the species L. theobromae
was significantly the least virulent. This study indicates that isolates of Neofusicoccum spp. would
be more virulent than the rest of the Botryosphaeriaceae species, regardless of the origin of the

isolate, causing necrotic lesions in grapevines.

Keywords: Vitis vinifera, inoculation, necrotic lesion and fruit host.
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I INTRODUCCION

En el mundo agricola, la fruticultura ha ido tomando cada vez mas fuerza en donde las vides
son esenciales tanto en el comercio como en la produccidon de vinos, siendo uno de los cultivos
protagonista estos Ultimos afios, la cual segun la Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino
(OlV, 2022) la superficie viticola mundial se sitia en aproximadamente 7.3 millones de hectareas
(ha) mostrando una disminucion en comparacion con otros afios debido a la pandemia y

condiciones climaticas.

La vid (Vitis vinifera L.) es uno de los cultivos de mayor importancia econémica y mas
influyentes de la fruticultura chilena, por medio de la exportacion de uva de mesa y de vinos de
calidad, donde los principales mercados de exportacion son Estados Unidos y Corea del Sur
(ODEPA, 2020).

Chile es el primer pais exportador en el hemisferio sur y cuarto exportador mundial de vinos,
superado por Francia, Espafa e ltalia. Para el catastro 2020, alcanzaba una superficie total de
produccion de vides de 191.409 ha abarcando vid vinifera, de mesa y pisqueras. Una superficie
de 136.166 ha abarcan vides destinadas a vinificacion en la zona central, destacando la Region
del Maule con 53.546 ha, seguida por la region de O’Higgins con 45.080 ha, Metropolitana con
11.282 ha y de Nuble con 10.422 ha (SAG, 2022; ODEPA, 2022).

Dentro de la superficie vitivinicola en Chile, El 73,7% del vifiedo corresponde a cepajes tintos
destacando Cabernet Sauvignon con 40.053 ha y el 26,3% a cepajes blancos encabezando
Sauvignon Blanc, con una superficie de produccion de 15.224 ha registradas en el afio 2020
(ODEPA, 2022; SAG, 2022).

Tras el crecimiento en los ultimos anos de este cultivo, es importante trabajar durante todo el
crecimiento de la planta desde la plantacién hasta la produccion, teniendo un buen manejo
sanitario de las vides, para posteriormente obtener un buen rendimiento, calidad y vida util de
estas. Por ende, hay que tener suma consideracion con las plagas y enfermedades que se

puedan presentar durante la temporada.
Las enfermedades producidas por microorganismos patégenos, tanto en cosecha como en

postcosecha, son unas de las mayores causales de pérdida en la produccion agricola. Dentro de

estos microorganismos, los hongos constituyen uno de los principales grupos (Fisher et al., 2012).
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En la vid, las enfermedades causadas por hongos, al no ser controladas, provocan dafos que
ocasionan importantes pérdidas de produccién econémicas y bioldgicas. De este modo, la vida
util no se prolonga y se limita la productividad del cultivo (Agrios, 2005; Urbez-Torres y Gubler,
20009).

A lo largo de la historia, la vid ha sido un cultivo susceptible a varios tipos de enfermedades,
en donde este ultimo tiempo las enfermedades de la madera son una de las mas importantes a
considerar (Diaz, et al., 2013), también aquellas producidas por hongos que producen cancros y
muertes de brazos, generando una alteracién interna de la madera, que se puede traducir a

muerte a largo plazo (Urbez-Torres y Gubler, 2009).

Varios estudios realizados muestran que la familia de las Botryosphaeriaceae es importante
dentro de las enfermedades de la madera y que los géneros perteneciente a esta Familia son
influyentes dentro de las enfermedades de la vid, generando dafios externos e internos
considerables en la planta, incluso provocar la muerte parcial o total a lo largo de la longevidad
de la planta, disminuyendo asi la productividad y rentabilidad que posee este cultivo en Chile y a
nivel mundial (Urbez-Torres y Gubler, 2009; Morales et al., 2012; Bertsch et al., 2013; Diaz et al.,
2013). La alta incidencia de muerte regresiva reportada en nogales (Diaz et al., 2018), manzanos
(Diaz et al., 2019), vides (Morales et al., 2012; Diaz et al., 2013), arandanos (Espinoza et al.,
2009) y kiwis (Diaz et al., 2021), junto con que es muy comun que se cultiven en las proximidades,
siendo posible que ocurra infecciones cruzada por especies de Botryosphaeriaceae en estos
hospederos frutales. Recientemente, informacién por Mojeremane et al. (2020), quienes
determinaron que aislados de N. australe y N. stellenboschiana fueron capaces de causar
lesiones en vides, ciruelos, manzanos, olivos y pimiento boliviano, variando en virulencia entre
los aislados. Este es un aspecto que no ha sido estudiado en Chile. Por lo tanto, a continuacion,

se plantea la hipotesis y objetivos del presente estudio:

1.1 Hipdtesis.

Las heridas de poda de cargadores de vides son infectadas por especies de
Botryosphaeriaceae, desarrollando cancros necréticos en los tejidos, pero la extension de la
lesion varia en virtud de la especie de Botryosphaeriaceae inoculada, en donde los aislados
colectados en vides serian mas virulentos que el resto de las especies obtenidas desde otro

hospedero.

1.2 Objetivo general.
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Determinar la extension de cancros en cargadores de vides inoculadas con

Botryosphaeriaceae colectadas desde diferentes hospederos frutales con muerte regresiva.

1.3 Obijetivos especificos.

Medir la lesidon necrética causada por especies de Botryosphaeriaceae inoculadas sobre
heridas de poda en cargadores de vides Cabernet Sauvignon y Syrah en condiciones de

invernadero.

Medir lesion necrotica causada por especies de Botryosphaeriaceae inoculadas sobre heridas

de poda en cargadores de vides Cabernet Sauvignon en condiciones de campo.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Generalidades de la vid.

La vid (Vitis vinifera L.) (Linnaei, 1753) pertenece a la familia Vitaceae, compuesta por 17
géneros con casi mil especies distribuidas en estos. El género Vitis estda compuesto por 108
especies aproximadamente, de importancia agronémica porque incluye la especie V. vinifera, y
se dice que este género es originario de Asia, de las regiones préximas al mar Caspio y del centro-
suroeste de Europa. En la actualidad, estad distribuido alrededor del mundo, gran parte
concentrada en Norte y Sudameérica, Africa y Oceania, zonas de clima mediterraneo o clima

relativamente templado (Moreno, 2020).

La especie V. vinifera se origina en el Cenozoico hace 2,6 millones de afios en la Region de
la Provenza, Francia (Moreno, 2020). Actualmente es la especie de mayor difusion e importancia
a nivel mundial que pertenece al subgénero Euvitis, con dos subespecies diferenciadas
principalmente por los caracteres morfologicos, la V. vinifera subsp. sylvestris y la V. vinifera

subsp. vinifera (Laguna, 2003).

La vid se considera una planta o arbusto frutal lefioso, vivaz y trepador, con singularidades
que la identifican, posee un tronco retorcido, vastagos largos, flexible y nudosos (RAE, 2014). Se
caracteriza por tener hojas alternas, estipuladas, pecioladas y grandes, tiene flores verdosas en
racimos y el fruto que genera es la uva (Picornell y Melero, 2012). El crecimiento y desarrollo
viene de la mano con los ciclos anuales, diferenciando dos fases, en una primera parte, el ciclo
vegetativo que como lo dice el nombre, comprende el crecimiento y desarrollo de los 6rganos
vegetativos, almacenamiento de sustancias de reserva e inicio de dormancia en yemas de la vid
y simultaneamente esta el ciclo reproductivo, incluyendo la floracién, cuajado y ciclos de los frutos
(Sotomayor, 2008; Almanza, 2011).

La uva, una baya globosa, es la parte importante de esta liana trepadora, ha sido consumida
desde la antigliedad, por sus propiedades y debido a que es comestible y materia prima para la

fabricacién de vino (Sotomayor, 2008).

El fruto presenta diversas tonalidades clasificandose en tintas, blancas y rosada, donde a
partir de estas se obtienen vinos de variedades diferentes. Las principales variedades de vino
tinto en Chile son Cabernet Sauvignon, Merlot y Carménere y para variedades blancas Sauvignon
Blanc, Chardonnay y Moscatel de Alejandria (ODEPA, 2019).
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2.2 Variedad Cabernet Sauvignon.

Cabernet Sauvignon es una variedad que nace en el siglo XVIl debido al cruzamiento entre
dos variedades, Cabernet Franc y Sauvignon Blanc (OIV, 2018). Es originaria de la region
vitivinicola de Burdeos en Francia, la cual debido a su éxito y protagonismo en la elaboracion de

los vinos en esta region de Francia comenzé a expandirse hasta ser reconocida mundialmente.

Esta variedad se caracteriza por sus racimos con pequeinas bayas cilindricas-conicas, es un
cepaje tinto y es reconocida como las “reinas de las tintas” debido a que es de facil cultivo y se
ha expandido enormemente tras su adaptacién a diversos climas y suelos. Ademas de ser la

segunda variedad plantada después de la variedad China Kyoho (OI1V,2018).

2.3 Variedad Syrah.

La variedad Syrah se le atribuye su origen en el Valle del Rédano en Francia cuyo resultado
se obtiene del cruce de dos variedades, Mondeuse Blanche y Dureza (OlV, 2018). Esta
variedad, segun la historia se introduce en Chile en 1984 siendo hoy en dia la octava cepa mas
plantada del pais (SAG, 2022).

Este cepaje tinto presenta racimos relativamente grandes con bayas de tamafio pequefio a

mediano, compactos y firmes (OIV, 2018), entregando vinos elegantes, de buena calidad, muy

aromaticos, profundos y de intenso sabor (Jara, 2022).

2.4 Situacion de la superficie y produccion de vides.

Las vides son unos de los cultivos mas influyentes, sin embargo, este ultimo afio se ha
evidenciado una disminucion en produccion y superficie, no obstante, sigue posicionandose en
uno de los cultivos importantes econdmicamente (ODEPA, 2022). Se considera que hay un
crecimiento de los rendimientos y una mejora tras la aplicacion de nuevas tecnologias y técnicas

principalmente en el area de la vinificacion (OIV, 2019).

2.4.1 Situacion a nivel mundial.

La superficie mundial de vides para todos los usos ha disminuido, de casi 7.8 millones de
hectareas (ha) en el afio 2000, hasta una estimacion de 7.3 millones de ha en el afio 2021. Dentro

de los 10 paises con mayor superficie de vifiedos esta Espafia (964 mil ha), Francia (798 mil ha),
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China (783 mil ha), Italia (718 mil ha), Turquia (419 mil ha), EE. UU (400 mil ha), Argentina (211
mil ha), Portugal (194 mil ha), Chile (191 mil ha) y Rumania (189 ha), abarcando Europa, Asia,
Ameérica del Norte y del Sur principalmente (OIV, 2022).

La produccion de vides esta destinadas a consumo fresco, pasas y para fabricacion de vinos,
este Ultimo econdmicamente importante, casi mas del 70% es destinado a vinificacion. Dentro de
la produccién de vinos lidera Europa con tres principales paises productores: Italia, Francia y
Espafa, que juntos representan el 47% de la produccién mundial de vino en 2021. Al igual que
el comercio internacional, en volumen, donde las exportaciones, considerando ltalia, Espafia y

Francia, abarcan el 54% de las exportaciones del mercado mundial (OIV, 2022).

2.4.2 Situacion a nivel nacional.

El cultivo de la vid (V. vinifera) en Chile se extiende desde el norte, Copiapo, hasta el sur,
Osorno concentrandose la mayor parte en las regiones de O’Higgins y el Maule (Cuadro 2.1)
(Echeverria, 2014; ODEPA, 2022).

En el afio 2020, la superficie abarcada por las vides es de 191.409 ha, de las cuales 136.166
ha, mas del 50%, estan destinadas para vides de vinificacion (Cuadro 2.1), 43.104 ha uva de
mesa y solo 9.154 ha de las vides son para pisco (CIREN, 2017; ODEPA, 2022). De la superficie
vitivinicola en Chile 100.449 ha (73,7%) corresponden a cepajes tintos, destacando la variedad
Cabernet Sauvignon, Merlot, Carménere, Pais y Syrah principalmente. Los cepajes blancos, se
producen en menor cantidad, pero son sumamente relevantes dentro de la produccién y abarcan
35.717 ha (26,3%), encabezado por la variedad Sauvignon Blanc, Chardonnay y Moscatel de
Alejandria (SAG, 2022 ODEPA, 2022).

Cuadro 2.1. Catastro de la superficie (ha) viticola nacional realizada el afio 2020 (SAG, 2022;
ODEPA, 2022).

Region Superficie (ha)
Arica 15
Tarapaca 3.45
De Antofagasta 4.97
De Atacama 49.62
De Coquimbo 3.125,23
De Valparaiso 9.727,19
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Del Libertador General 45.080,92
Bernardo O’Higgins

Del Maule 53.546,12
Nuble 10.442,89
Del Bio Bio 2.771,06
De la Araucania 105,27
Los Rios 18,5
De Los Lagos 13,85
Metropolitana 11.282,17
TOTAL 136.166,24

Cabernet Franc- -
Cabernet Franco; Otras 80 variedades;

1691,99; 1% 9621,77, 7%

Pinot Noir-Pinot Negro; Cot-Cot Rouge, Malbec,

4178,78; 3%

Moscatel de Alejandria ;
4298,32; 3%
- - 7 Cabernet Sauvignon-
Syrah-Sirah, Shlrab Cabernet; 40053; 29%

7399,92; 6%

Tintoreras; 7771,14; 6% (
Sauvignon Blanc;
a;

. - ‘ 15224,26; 1%
Merlot; 11366,2; 8%

Carmenére-Grande Chardonnay-Pinot
Vidure; 10836,81; 8% ardonnay; 10919,79;
8%

Pais Mission, Crioll
10442,59; 8%

Figura 2.1. Variedades mas plantadas en Chile de cepajes tintos y blancos. Datos obtenidos
desde ODEPA (www.odepa.cl; ODEPA, 2022).

Chile sigue apuntando dentro de la industria vitivinicola en las exportaciones, donde es el
primer exportador de vinos del nuevo mundo y cuarto exportador mundial de vinos, donde es
superado por paises con una trayectoria y conocimiento en el area vitivinicola, como Espafia,
Francia e Italia (OIV, 2022).

2.4.3 Situacion en Region del Maule.

En la zona central se concentra la mayor produccion de vides del pais que se localizan
mayoritariamente en la Region del Maule, donde hay mas superficie plantada en las comunas de
San Javier (8.776 ha), Cauquenes (7634 ha), Molina (4891 ha), Pencahue (4577 ha), Sagrada
Familia (3421 ha) y Curic6 (3306 ha) principalmente (ODEPA, 2007; ODEPA, 2022). Tras el ultimo
Catastro Viticola Nacional realizado el 2020, esta region se considera zona vinifera con 53,546
ha, explicando cerca de un 39% de participaciéon de la superficie total nacional (SAG, 2022;
ODEPA, 2022).



Las variedades tintas ocupan la mayor superficie con 39.469 ha y las variedades blancas solo
14.076 ha. Dentro de estas 2 grandes variedades la de mayor relevancia y mas producidas en la
region son Cabernet Sauvignon-Cabernet ocupando el 39,2% del total de variedades tintas y en
variedades blancas destaca Sauvignon Blanc con el 53,7% (ODEPA, 2021; ODEPA, 2022)

2.5 Enfermedades en vides.

Las vides como todos los cultivos dependen de diferentes factores en conjunto para un buen
desarrollo de las plantas y un o6ptimo crecimiento y rendimiento, los que se ven afectados
principalmente por las condiciones climaticas, disponibilidad de agua y de nutrientes y dafios por

plaga, fitopatdogenos u otros (Agrios, 2005).

Para que exista una enfermedad en la planta es necesario tres factores basicos: un hospedero
susceptible, patégeno virulento y condiciones ambientales propicias para que se desarrolle el
patégeno y ocurra la infeccion, lo que se conoce como el triangulo de las enfermedades (Latorre,
2004; Lolas 2019). Son varios los agentes patégenos que afectan las vides causando dafios
internos y externos en la planta, traducidos en pérdidas econdmicas, calidad y rendimiento e
inclusive vida util del vifiedo. Dentro de las principales enfermedades de la vid en Chile

encontramos:

Pudricion o Moho gris/ Botritis: Es una de las enfermedades mas estudiadas en Chile,
generada por un hongo polifago conocido como Botrytis cinerea que se ve favorecido con climas
humedos, templados o frios y cuando infecta causa gran pérdida de calidad y cantidad de la
cosecha. Puede ser originada desde infecciones latentes, infeccion directa de la baya y por
infeccion por contacto entre bayas (Elmer y Michailides, 2004). Los sintomas se observan en las
partes verdes de la planta, aunque causa dafios mas graves en flores y frutos, causando necrosis
del tejido, necrosis foliar, pudricidn gris, blanda y acuosa en el racimo arrugado de los frutos por
infeccion del raquis (Figura 2.2) (CTVV, 2010).

Oidio: Causado por Erisiphe (= Uncinula) necator y es capaz de infectar a todos los tejidos
verdes de la vid. Este hongo causa sintomas en los frutos, generando un agrietado en estos,
también afecta las hojas observandose deformaciones y hojas jovenes atrofiadas, decoloraciones
que se van cubriendo de manchas blanquecinas (CTVV, 2010). El aspecto blanquecino es un
signo que corresponde a la presencia de micelio con conidiéforos y conidias en la superficie del
hospedero, viéndose como polvo gris (Figura 2.2). En algunos casos, se presenta una tipica
necrosis superficial, conocida como russet, producida por este hongo (Lolas, 2019; Grinbergs y
France, 2021).
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Mildiu: Esta enfermedad puede presentarse con cierta frecuencia y es causada por el hongo
Plasmopara (= Peronospora) viticola. Los principales sintomas se presentan en las partes verdes
de la planta, mayoritariamente las hojas, donde las primeras de primavera y hojas muy maduras
son mas susceptibles (Grinbergs y France, 2021). Se genera manchas oleosas en brotes, hojas,
zarcillos y racimos, defoliacion y retraso en madurez, algunos brotes, zarcillos y peciolos pueden
secarse y los frutos pueden ser atacados de manera parcial o completa, apareciendo en ellos

micelio algodonoso, tan caracteristico del Mildia (CTVV, 2010).

Las enfermedades de la madera de la vid (EMV), son otra de las principales enfermedades
que atacan a la vid las que han sido influyentes en este cultivo por largos afos y que actualmente
son consideradas de gran prevalencia en Chile, en uva de mesa y uva para vinificacién. Son
consideradas como una de las principales preocupaciones del sector vitivinicola a causa de que
las EMV estan asociadas a una gran cantidad de enfermedades y de hongos patégenos (Diaz y

Latorre, 2013; Armengol, 2017; Lolas, 2019). En vista de su amplio rango de patégenos,

presentan una sintomatologia no muy especifica y compleja (Martos, 2008; Redondo, 2019).

! S i': . »_4._".’.,:. Fars ,A ' N
Figura 2.2. Signo y sintoma que presentan enfermedades que atacan la vid en Chile. (A) Signos

de Erysiphe necator agente causal del Oidio de la vid. (B) Pudricion gris del racimo de vid causado

por Botrytis cinerea observandose pudricién blanda de bayas y presencia de signos de Botrytis.

2.6 Enfermedades de la madera de la vid.
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Enfermedades de la madera son un grupo de patologias que afectan de manera agresiva la
produccion de vides, principalmente para vinificacion. Las enfermedades del tronco de la vid son
un desafio porque afectan y comprometen la productividad y la vida util del vifiedo, siendo un

importante problema fitosanitario dentro de la vitivinicultura en Chile (Auger et al., 2004).

Estas enfermedades dafian a las plantas viejas por lo que se realiza una sustitucion en las
vides que estan dafiadas con vides sanas y se evita la propagacion de esta enfermedad (Bruno
y Sparapano, 2007). Tras estudios, se ha observado que no solo afecta vifiedos con plantas
viejas, sino que también afecta a vifiedos jovenes, llegando a aparecer en vifiedos de 7 afios y
mas (Diaz y Latorre, 2013; Mondello et al., 2020).

Dentro de los sintomas que presentan las enfermedades de la madera en la vid, en la parte
aérea, incluyen entrenudos cortos en el brote, deformacién foliar y menor tamafio, clorosis, atraso
en la brotacién y elongacion de brotes, racimos pequefios con bayas desuniformes y decaimiento
progresivo (Lolas, 2019). Por otro lado, presenta sintomas en la parte interna de la madera, con
diferentes tipos de necrosis asociadas a diferentes especies (Larignon y Dubos, 1997). Hay
presencia de estrias necréticas a lo largo de la madera de haces vasculares, necrosis sectorial
en forma de V observada en vides infectadas por Diplodia seriata (Urbez-Torres et al., 2006;
Urbez-Torres y Gubler, 2009), punteados necroéticos asociados al hongo, pudricion de madera

oscura y firme y/o pudricion de madera clara y quebradiza (Diaz y Latorre, 2014; Redondo, 2019).

Algunas de las enfermedades de la madera que contempla la vid son: Yesca, muerte de
brazos, muerte regresiva, decaimiento de la vid, enrollamiento clorético, enfermedad de Petri, Pie
Negro, entre otras (Maldonado et al., 2018). Sin embargo, segun Grinbergs y France (2021), en
Chile los complejos mas importantes son la Enfermedad de Petri, Cancrosis de la madera y la

enfermedad tipo- Esca.
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Dactyionectnia spp., Thelonectnia
spp. Campylocarpon spp.,
PIE NEGRO Neonectria spp., liyoneciria spp.,
Cyiindrocladiella spp.
VIRA JOVEN Pa. chiamydospora
(<8-10 aiios) S:F;gr';fnm Phaeoacremonium spp.
Cadophora lutec-olivacea
DECAIMIENTO POR Botnosphaariacasospp
ENFERMEDADES BOTRYOSPHAERIA
DE MADERA
DELAVID YESCA Phaeomoniella chiamydospora
Phaeoacramonium spp.
— ADU!JA EUTIPIOSIS Diatrypaceae spp.
(>8-10 afos)
DECAIMIENTO POR
BOTRYOSPHAERIA Botryosphaeriaceae spp.

Figura 2.3. Esquema de las diferentes enfermedades de la madera y sus agentes causales en

vid joven y adulta (Fuente Maldonado et al., 2018).

Tal como muestra la Figura 2.3, las enfermedades de la madera en la vid pueden separarse
aquellas que afectan o comprometen un vifiedo joven o adulto, destacando la enfermedad de
Decaimiento o muerte regresiva por Botryosphaeria, causada por diferentes especies de la familia
Botryosphaeriaceae. Las especies pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae que atacan a
la madera, se caracterizan por producir necrosis sectoriales en forma de V o U de la madera de
los brazos o troncos, sintoma que puede resultar en la posterior desecacion o muerte de la vid
(Urbez-Torres et al., 2006; Diaz et al., 2013; Maldonado et al., 2018).

2.7 Familia Botryosphaeriaceae.

La familia Botryosphaeriaceae pertenece al Reino Hongo, division Ascomycota, subilum
Pezizomycotina, clase Dothideomycete, subclase Incertae sedis y orden Brotryosphaeriales
(Latorre, 2004; Schoch et al., 2006).

Se estima que esta familia contiene 17 géneros con 195 especies, de los cuales los géneros
que mas destacan son Botryosphaeria (B.), Diplodia (D), Dothiorella (Do), Lasiodiplodia (L.) y
Neofusicoccum (N.) (Manawasingle et al., 2016; Delgado-Cerrone et al., 2016) y las especies que
tienen mayor incidencia a nivel internacional son Neofusicoccum parvum, Botryosphaeria
dothidea y Diplodia seriata (Phillips, 2002; Urbez-Torres y Gluber, 2006; Urbez-Torres et al., 2006;

Urbez-Torres et al., 2009). Los géneros de esta familia poseen caracteristicas morfoldgicas de
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las cuales resulta dificil identificar los hongos, porque existe una relaciéon del cuerpo estructural

de estos (Lawrence et al., 2017).

Los miembros de esta familia se reproducen a través de esporas sexuales (ascosporas) y
asexuales (conidias), las cuales una vez que hayan germinado y que las hifas generadas desde
la germinacién hayan invadido los tejidos, y colonizan la madera que produce la necrosis de los
(Gramaje et al., 2018; Grinbergs y France, 2021). Se observan comunmente como enddfitos,
tienen naturaleza polifaga y una distribucion cosmopolita y son conocidos como patégenos de
madera, encontrandose entre los hongos patdégenos mas destructivos de los cultivos (Crous et
al., 2006).

Generalmente, son hongos que se desarrollan en tallos lefiosos muertos y en madera,
actuando como patogeno latente y causando dafios en plantas estresadas (Alves et al., 2013;
Slippers y Wingfield, 2007). Segun Manawasingle et al. (2006), el cambio climatico es un factor
que puede contribuir significativamente en el desarrollo de los hongos de Botryosphaeriaceae.
Las condiciones que generen un estrés en la planta, ya sea factores climaticos, como elevadas
temperaturas, déficits hidricos y dafios mecanicos o fisicos, como heridas por podar, van a
favorecer la entrada de los patdégenos y que colonice la planta a través de aperturas naturales o
tejido dafado (Rolshausen et al., 2010; Armengol, 2017; Maldonado et al., 2018; Grinbergs y
France, 2021).

2.8 Enfermedades de la madera por Botryosphaeriaceae en vides.

Las enfermedades de la madera por especies de Botryosphaeriaceae producen una alteracion
interna de la madera, lo que a menudo genera una muerte regresiva o completa de la planta
(Urbez-Torres y Gubler, 2009; Gramaije et al., 2018). Basado en el estudio de Reis et al. (2020)
en vides, se presentan sintomas en la parte externa, presentando efectos en el area foliar,
cancros y muerte regresiva de la planta, debido a que los hongos pertenecientes a esta familia,
en vides viven y colonizan la madera, afectando la parte aérea, el tronco y tejido interno de la

planta (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Enfermedades de la madera con sintomas internos y externos en vides, (A y B) Planta

de vid con sintomas de muerte regresiva de pitones y brazo en vid (dieback), (C) Deformacion
foliar y reduccion de tamafo de hojas y (D y E) Corte transversal con sintomas internos de la
madera (cancros) cv. Cabernet Sauvignon en Marchigue (D) y Alto Jahuel (E).

Estudios realizados en vides en Chile se llevaron a cabo con los hongos mas comunes
aislados de brazos, cordones, ramillas, cargadores y troncos provenientes de vides con
enfermedad de tronco (Diaz et al.,, 2013; Morales et al., 2012), entre las especies que se
encuentran estan: Phaeomoniella, chlamydospora, D. seriata y N. parvum principalmente,
destacando en la mayoria la familia Botryosphaeriaceae (Diaz et al., 2013; Auger et al., 2014;
Besoain et al., 2013; Diaz y Latorre, 2014). En Chile se han determinado solo cinco especies de
la familia Botryosphaeriaceae, las cuales son: Neofusicoccum. parvum, N. australe, D. seriata, D.
mutila y Spencermartinsia (S) viticola, afectando vifias con cancrosis entre las regiones de
Atacama y Biobio, siendo D. seriata una de las especies de Botryosphaeriaceae mas frecuentes
asociadas a vides con muerte regresiva en Chile (Morales et al., 2012; Diaz et al., 2013). Sin
embargo, las especies pueden variar y no afectar de igual forma, donde las lesiones que se
producen dependen de la especie que actua, también depende del hospedero, en este caso el

tipo de cultivar y las condiciones medioambientales (Ramirez et al., 2018).
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Figura 2.5. Brotes verdes de plantas de vides cv. Cabernet Sauvignon mostrando lesiones

necréticas después de 4 meses en campo inoculados con Neofusicoccum arbuti (A) Diplodia

seriata (B) Lasiodiplodia theobromae (C) obtenidos desde el manzano.

Valencia et al. (2015) llevaron a cabo un estudio, donde vides cercanas al vifiedo en estudio
se encuentran afectadas con cancros por Botryosphaeria, las cuales infectan a dos cultivares
mediante dispersion de conidias a través de lluvias, influyendo las condiciones climaticas. Por
tanto, el material vegetativo infectado funciona como fuente inéculo, el cual puede encontrarse
en el mismo lugar o en parcelas colindantes o cercanas, y de esta manera infectar a las plantas
sanas, ya que las esporas pueden venir de otros cultivos infectados por hongos de la madera,
diseminados por aire y lluvia (Gramaje y Armengol, 2011; Armengol, 2017). El origen de los
hongos en los vifiedos generalmente proviene de fuentes de in6culo como, restos de poda en el
suelo, que en condiciones medioambientales favorables liberan las conidias o esporas del hongo
infectando al hospedero, al igual que plantas que se obtienen desde material de propagacion y
que en algunos casos son posteriormente reproducidas en viveros, también pueden encontrarse
infectadas (Pintos et al., 2018; Gramaje et al., 2020).

29 Enfermedades de la madera por Botryosphaeriaceae en otras especies frutales.

Las especies pertenecientes a Botryosphaeriaceae en general se distribuyen en gran cantidad
de hospederos lefiosos (Slippers y Wingfield, 2007), incluyendo a las araucarias (Pérez et al.,
2018), eucalipto (Smith et al., 1994; Smith et al., 2001), vides (Besoain et al., 2013; Diaz et al.,
2011), manzanos (Latorre y Toledo, 1984; Diaz et al., 2018), nogales (Diaz et al., 2018) y otros

arboles frutales.
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Se han descrito que las especies de Botryosphaeriaceae causan manchas de hojas, pudricion
en fruta, semillas, cuello, cancros, tizén de brotes y plantulas, gomosis, muerte regresiva y
completa del arbol (Alves et al., 2013; Adesemoye et al., 2014; Delgado-Cerrone et al., 2016;
Montealegre et al., 2016).

En Chile, se han detectado varias especies pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae,
asociados a muerte regresiva de brazos y ramillas en varios hospederos frutales, como
manzanos, (Latorre y Toledo, 1984; Herrera, 2018; Diaz et al., 2019), kiwis (Diaz et al., 2021),
arandanos (Espinoza et al., 2009; Pérez et al., 2014), nogales (Diaz et al., 2018) y vides (Auger
et al., 2004; Diaz et al., 2011; Morales et al., 2012; Besoain et al., 2013; Diaz et al., 2013).

En manzanos se identificaron especies de Botryosphaeriaceae con gran incidencia de muerte
regresiva, a causa de las especies N arbuti, D. seriata, D mutila y L. theobromae (Diaz et al.,
2022). Reciente estudio en manzanos, indican que los sintomas por hongos de
Botryosphaeriaceae provocan una declinacién en sectores de las plantas o planta completa
(Figura 2.6), presentando clorosis de brotes y fruto, también presencia de cancros alargados, con
aspecto papiriforme, asperos y hendidos, a menudo con tonalidades pardas a anaranjadas y
principalmente muerte de ramillas, brazos y troncos y una necrosis de la madera (Sutton et al.,
2014; Delgado-Cerrone et al., 2016; Lolas, 2021).

En kiwis, la muerte en cordones es muy frecuente encontrandose especies como N. parvum
y D. seriata, son descritas como las especies mas frecuentes y virulentas. En este cultivo uno de
los sintomas externos que se presenta son muerte de cargadores, decaimiento de la planta, caida

de frutos, hojas deformes, cloréticas y pequefias principalmente (Diaz et al., 2021).

Los sintomas en arandanos se presentan en verano, siendo similares a los otros cultivos,
presentando muerte repentina de ramas, clorosis, necrosis regresiva, cancros en brotes y tallos
y muerte de ramillas terminales. Entre las especies descritas en Chile se encuentras N. parvum,
N. arbutiy N. australe (Espinoza et al., 2009). En Chile, N. parvum es la especie mas virulenta en

este cultivo (Espinoza et al., 2009; Lolas, 2021).

En referente al nogal, la cancrosis o muerte regresiva es importante en paises como Espafia,
Corea del Sur, Republica Checa, Italia y California (E.E.U.U) donde se han identificado varias
Botryosphaeriaceae incluyendo a B. dothidea y D. mutila, D. seriata, Do viticola, Do.
Sarmentorum, Do omnivora, N. parvum, N. mediterraneum, N. nonquaesitum y N. vitifusiforme
(Chen et al., 2014; Lopez-Moral et al., 2020; Eichmeier et al., 2020). En este sentido, en Chile se

ha descrito la especie D. mutila causando muerte regresiva en la Region del Maule (Diaz et al.,
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2018). Los sintomas que presenta este cultivo se traducen en una necrosis desde la corteza del
tronco hasta la ramilla de los arboles produciéndoles la muerte regresiva y también muertes de
yemas productivas, ademas de retraso en la brotacion deformacion y clorosis en hojas (Chen et

al., 2014; Diaz et al., 2018). En corte transversal de ramillas afectadas es comun la necrosis

sectorial de la madera (Figura 2.7).

Figura 2.6. Sintomas de cancrosis y muerte regresiva en manzanos, asociados a
Botryosphaeriaceae spp. Manzano cv. Cripps Pink de 25 afios con cancro alargado en el tronco
(flecha roja) y muerte regresiva (flecha blanca) (A). Cancro perenne severo en el tronco de un
manzano de 25 afios cv. Cripps Pink (B). Cancro alargado en el tronco de arbol adulto de
manzano con muerte regresiva de brazos (C). Arbol joven (7 afios) cv. Fuji mostrando cancro y
muerte regresiva con presencia de picnidios (D).
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Figura 2.7. Muerte regresiva de ramilla de nogal cv. Chandler de plantacion 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). Fuente G. Diaz.

Por lo tanto, la alta incidencia de muerte regresiva reportada en vides (Diaz et al., 2011;
Morales et al., 2012; Diaz et al., 2013) y en nogales (Diaz et al., 2018), manzanos (Diaz et al.,
2019) y arandanos (Espinoza et al., 2019), 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 cruzadas por especies de Botryosphaeriaceae entre estos hospederos

frutales, siendo potenciales fuentes de inéculo entre los frutales.

Un estudio presentado por Diaz et al. (2022) muestra una infeccion de Botryosphaeriaceae
del manzano en otros hospederos frutales, encontrandose sintomas en vides cv. Sauvignon Blanc
expresados por N. arbuti, D. seriata'y L. theobromae, en Perales cv. Abate, N. arbutiy en Nogales
cv. Chandler, la especie D. seriata. Este estudio avala que las especies al distribuirse en varios
hospederos tienen una mejor capacidad de infectar mdltiples cultivos y de migrar entre ellos
facilitando el establecimiento y propagacion de los hongos. Recientemente un trabajo llevado en
Sudafrica, determinaron que aislados de N. australe y N. stellenboschiana fueron capaces de
causar lesiones en vides, ciruelos, manzanos, olivos y pimiento boliviano, variando en virulencia
entre los aislados en los brotes de los hospederos (Mojeremane et al., 2020). En la actualidad no
existe evidencia literatura sobre la posible infeccidbn cruzada asociada a especies de

Botryosphaeriaceae en diferentes especies frutales en Chile.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del estudio.

El trabajo de este estudio se llevé a cabo principalmente en el Laboratorio de Patologia Frutal
de la Facultad de Ciencias Agrarias, ubicado en el Campus Lircay de la Universidad de Talca,
Avenida Lircay S/N. Por otro lado, el trabajo en campo se llevo a cabo en Fundo el Llano camino

a San clemente, ambos lugares de trabajo ubicados en Talca, Region del Maule, Chile.

3.2 Obtencién de aislados fungosos.

Se utilizaron 10 aislados de hongos pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae causando
muerte de brazos, obtenidos de ramillas de manzano cv. Fuji, cargadores lignificados de vid cv.
Syrah, ramillas de arandano cv. Duke y ramillas lignificadas de nogal cv. Chandler, provenientes
de diferentes zonas de la Region del Maule (Cuadro 3.1). Los indculos se obtuvieron desde el
crecimiento de los cultivos de los 10 aislados activos de 7 dias de crecimiento, se obtuvo
conidios/micelios y fueron sembrados en placas Petri estériles de 88 mm de diametro con medio
de cultivo Agar Papa Dextrosa (APD al 2%), anadiéndoles agua y Tween 80 (0,1%) las cuales
fueron incubadas a temperatura ambiente (25°C) y bajo ciclo de luz de 12 horas de luz y 12 horas

de oscuridad.
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Figura 3.1. Colonias de aislados de Botryosphaeriaceae en medio APD (2%) en condiciones de
incubado a 25°C con régimen de 12h/12h luz/oscuridad después de 7 dias. Lasiodiplodia
theobromae (LT6-Mz) (A). Diplodia seriata (DS3-Mz) (B), Neofosicoccum arbuti (NA32-Mz) (C),
D. mutila (DM2-Mz) (D), D. seriata (DS1-Vid) (E), N. parvum (NP10-Vid) (F), N. parvum (NP7-Ara-
1) (G), N. parvum (NP9-Ara) (H), Diplodia mutila (DM4-Nog) (), Neofosicoccum parvum (NP17-
Nog) (J)

Cuadro 3.1. Especies fungosas de la familia Botryosphaeriaceae obtenidas de cargadores y
ramillas lignificadas desde cuatro especies frutales con muerte regresiva en diferentes zonas de

la Region del Maule.

Tratamiento Especie Aislado Hospedero Localidad
de muestra

1 Lasiodiplodia Bot-2017-LT6 LT6-Mz Manzano Los Niches
theobromae

2 Diplodia seriata Bot-2017-DS3  DS3-Mz Manzano Molina

3 Neofusicoccum Bot-2018- NA32-Mz Manzano Parral
arbuti NA32

4 Diplodia mutila  Bot-2017-DM2 DM2-Mz  Manzano Talca

5 Diplodia seriata Bot-2016-DS1- DS1-Vid  Vid San

Vid Clemente

6 Neofusicoccum Bot-2016- NP10-Vid Vid Curico
parvum NP10-Vid

7 Neofusicoccum Bot-2019-NP7- NP7-Ara  Arandano Longavi
parvum Ara

8 Neofusicoccum Bot-2019-NP9- NP9-Ara  Arandano Linares
parvum Ara

9 Diplodia mutila  Bot-2017- DM4-Nog Nogal Parral

Dmnog-4

10 Neofusicoccum Bot-2019- NP17- Nogal San Rafael
parvum NP17-Nog Nog

1 Control Agua Agua - -

3.3 Coleccion material vegetal en receso para estacas en laboratorio.

En este estudio se colecté material vegetal desde el campo Concha y Toro correspondiente a
un huerto productivo de vides cv. Cabernet Sauvignon y Syrah en la Region del Maule. Se visitd
el campo en la época de junio 2021 y se cosecho cargadores aparentemente sanos en receso de
50 cm para formar estacas (n=520). Las estacas aparentemente sanas fueron transportadas al

laboratorio de Patologia Frutal para su procedimiento.
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34 Inoculacién de cargadores de vid cv. Cabernet Sauvignon y Syrah en laboratorio.

Para este estudio se utilizaron aproximadamente 200 cargadores lignificados de vides de cada
uno de los cultivares (Cabernet Sauvignon y Syrah) de un afio con longitud de 50 cm (abarco 10
aislados de Botryosphaeriaceae y el testigo; total de 11 tratamientos). Los cargadores,
aparentemente libre de enfermedades y plagas, se recolectaron en receso en la época de junio,
y fueron trasladados al laboratorio para su implementacion. Las muestras fueron superficialmente
desinfectadas usando cloro al 0,5% durante 1 minuto, para luego lavar con agua por 3 minutos y
se dejarlas 30 minutos sobre papel absorbente (NOVA) a temperatura ambiente (20°C) para
secarlas. Los cargadores se colocaron de manera vertical al interior de cajas plasticas de 60x30
centimetros (cm), previamente desinfectadas, se les afiadio en su interior de 10 litros de perlita y
se humedecié agregando 3 litros de agua de forma generalizada, para que posteriormente cada
estaca se sumergiera a 5 cm de profundidad. En cada caja se dispuso de 25 estacas y se procedio
a podar en receso (junio) realizando un corte en bisel en los cargadores hasta llegar a unos 40
cm aproximadamente para eliminar posibles contaminaciones. Las muestras se mantendran a
una temperatura ambiente de 20°C, con luz natural. Inmediatamente después del corte, las
estacas fueron inoculadas con 5 especies diferentes de hongos, Lasiodiplodia theobromae (LT),
Diplodia seriata (DS), Neofusicoccum arbuti (NA), Diplodia mutila (DM) y Neofusicoccum parvum
(NP), todos pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae, con una micropipeta se tomoé 100 uL
de una suspension liquida de fragmentos de micelio de cada aislado fungoso y se inocul6 sobre
la herida de poda y a una cantidad de estacas se les colocé 100 uL de agua destilada estéril
(tratamiento negativo) como tratamiento testigo (Figura 3.2). Posterior a la inoculacion, se
mantuvieron por 6 meses, con monitoreo constante, hasta que se desarrollé una lesion externa
y/o interna, con posibles signos y sintomas en el hospedero (necrosis) para ser medida con un

piedemetro (mm).
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Figura 3.2. Inoculacion de estacas de vid cv Cabernet Sauvignon y Syrah con suspension de
micelios de hongos pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae en laboratorio de Patologia
Frutal. Estaca de vid cv. Syrah con corte de poda en bisel e inoculada sobre herida de poda (A).
Estacas en observacion después de 4 meses inoculadas en cajas de plastico rotuladas y con

perlita en su interior (B).

3.5 Inoculacién de cargadores de vid cv. Cabernet Sauvignon en campo.

En este estudio en campo ubicado en Fundo El Llano, se utilizaron dos hileras con plantas de
vid cv. Cabernet Sauvignon (15 afios de edad) con 10 cargadores cada una (abarcé 10 aislados
de Botryosphaeriaceae y el testigo con un total de 11 tratamientos) (Figura 3.3). Las plantas de
vid fueron podadas en receso. Los cargadores fueron inoculados con 5 especies diferentes de
hongos, Lasiodiplodia theobromae (LT), Diplodia seriata (DS), Neofusicoccum arbuti (NA),
Diplodia mutila (DM) y Neofusicoccum parvum (NP), todos pertenecientes a la familia
Botryosphaeriaceae, se realiz6 un corte en bisel para eliminar posibles patégenos y
enfermedades y con una micropipeta se tomé 100 uL de una suspension liquida de fragmentos
de micelio de cada aislado fungoso y se inoculd sobre la herida de poda y a una cantidad de
estacas se les colocé 100 uL de agua destilada estéril (tratamiento negativo) como tratamiento
testigo (Figura 3.3). Posterior a la inoculacion, se mantuvieron por 9 meses, hasta que se
desarrollé una lesidon con posibles signos y sintomas en el hospedero (necrosis) para ser
recolectadas, llevadas al laboratorio y medir el dafio con un piedemetro (mm). Se realizd un re-

aislamiento de cada cargador en medio APD con el fin de confirmar los postulados de Koch.
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Figura 3.3. Inoculacion de estacas de vid cv Cabernet Sauvignon con suspension de micelios de

hongos pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae en campo Fundo El Llano. Hileras de
vides cv. Cabernet Sauvignon antes de la inoculacion (A). Materiales como micropipeta y tubo de
ensayo con suspension de hongos pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae para realizar
la inoculacion en campo de vid (B). Cargadores de vid cv. Cabernet Sauvignon inoculados y

marcados con diferentes cintas de colores (tratamientos) (C).

3.6 Disefio _experimental y analisis estadistico de estacas de vid cv. Syrah y Cabernet

Sauvignon en laboratorio.

El disefio experimental que se utilizo para el estudio de inoculacién (virulencia) en estacas de
vid corresponde a un disefio completamente al azar. La unidad experimental correspondié a 5
estacas lignificadas de vides cvs. Cabernet Sauvignon y Syrah, empleando 3 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 realizara una prueba de rango Multiple de Tukey. Se utilizé programa estadistico Statgraphics
Centurion 19-x64 version 19.01.0002.

3.7 Diseno experimental y andlisis estadistico de cargadores de vid cv. Cabernet Sauvignon

en campo.

El disefio experimental que se utilizé para el estudio de inoculacion (virulencia) en cargadores
corresponde a un disefno de bloques completamente al azar. La unidad experimental correspondid
a dos plantas con 10 cargadores de vides cv. Cabernet Sauvignon, empleando 4 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,
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se realizara una prueba de rango Mdltiple de Tukey. Se utilizé el programa estadistico
Statgraphics Centurion 19-x64 version 19.01.0002.
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Iv. RESULTADOS

41 Virulencia en estacas inoculadas con micelio en laboratorio.

Las estacas de vid cv. Cabernet Sauvignon y Syrah inoculadas con suspension de fragmentos
de micelio de Botryosphaeriaceae spp. desarrollaron lesiones necroéticas causando diferentes
grados de dafio y muerte regresiva en las estacas (Figura 4.1). Los sintomas que se presentaron
abarcan desde la herida de poda hasta la base de la estaca, observandose muerte de la yema
mas cercana a la herida de poda causando muerte regresiva de la estaca de vid. Las lesiones

necroticas fueron observadas en todas las inoculaciones con Botryosphaeriaceae en ambos

cultivares de vides (Figura 4.2 y 4.3).

Figura 4.1. Lesion necrotica interna y externa en estacas de vid cv. Cabernet Sauvignon luego
de 6 meses a temperatura ambiente (20-22°C) en laboratorio, inoculadas con suspension de
fragmentos de micelio de Botryosphaeriaceae spp. Estaca de vid cv. Syrah inoculada con L.
theobromae presentando una pequefa lesion (A). Estaca inoculada con D. seriata en cv. Syrah
mostrando necrosis desde la herida de poda (B). Estacas cv. Cabernet Sauvignon inoculadas con

N. parvum con 45 mm de lesion (C).

41.1 Cabernet Sauvignon

En cuanto al largo de la lesion necrética existe diferencia significativa entre los tratamientos
(Cuadro 4.1) donde el aislado N. parvum obtenido de vid fue el mas virulento en el cultivar

Cabernet Sauvignon, con un promedio de 34,7 mm de longitud (Figura 4.2). La segunda especie
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mas virulenta corresponde a N. arbuti obtenido de manzano con 31,3 mm seguida por N. parvum
de nogal y N. parvum de arandano, especies significativamente mas virulentas en estacas de vid
cv. Cabernet Sauvignon. La especie L. theobromae obtenida de manzano es significativamente
la menos virulentas dentro de los aislados obtenidos en conjunto con Diplodia mutila (aislado de
manzano). Las estacas inoculadas como tratamiento testigo, no presentaron una lesion
significativa, siendo casi nula. En todas las estacas inoculadas con los aislados de
Botryosphaeriaceae fueron (100%) positivas a los re-aislamientos en medio de APD, confirmando
la identificacion de los aislados de Botryosphaeriaceae basados en caracteres culturales y

morfolégicos (Urbez-Torres et al., 2006; Diaz et al., 2019).

Cuadro 4.1. Analisis de varianza para Log Largo de lesion (mm) por tratamientos.

Fuente Suma de GL Cuadrado Razon-F Valor-p
Cuadrados medio

Entre grupos 17,6526 10 1,76526 54,58 0,0000

Intra grupos 3,20165 99 0,0323399

Total (corregido) 20,8543 109

* 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 lesién (mm) entre un nivel de tratamiento y otro, con un

nivel del 95,0% de confianza.
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Figura 4.2. Lesién necrotica en estacas de vid cv. Cabernet Sauvignon después de 167 dias a
temperatura ambiente en laboratorio, inoculadas en corte de poda distal con suspension de
fragmentos de micelio de Botryosphaeriaceae spp. obtenidos desde hospederos frutales como

manzano, vid, ardndano y nogal con muerte regresiva.

4.1.2 Syrah

En el analisis estadistico se encontré diferencias estadisticamente significativas entre los
promedios (P=0,0000) de largo de lesidon (mm), donde la lesion necroética a nivel longitudinal en
el cultivar Syrah mas significativa fue la producida por la inoculacion con aislado de N. parvum
obtenidos de vid con un promedio de 21,4 mm seguida de N. arbuti obtenido de manzano con
21,3 mm de promedio respectivamente (Cuadro 4.2 y Figura 4.3). También dentro de las especies
significativamente mas virulentas obtenidas estan los dos aislados N. parvum obtenidos de
arandano y N parvum de nogal. Dentro del estudio, L. theobromae obtenida de manzano es
significativamente las menos virulentas dentro de los aislados obtenidos. Las estacas inoculadas
como tratamiento testigo, no presentaron una lesion significativa. La identificacion fue confirmada
observando colonias y conidias de los diferentes aislados de Botryosphaeriaceae spp. obtenidas
desde los re-aislamientos: Lasiodiplodia theobromae (Figura 4.7), Diplodia mutila (Figura 4.8), D.
seriata (Figura 4.9), Neofusicoccum arbuti (Figura 4.10) y N. parvum (Figura 4.11) (Urbez-Torres
et al., 2006; Diaz et al., 2019). En los re-aislamientos de estacas utilizados como testigos

(tratamiento testigo) fueron 100% negativos a hongos fitopatégenos.

Cuadro 4.2. Analisis de varianza para Rank Largo de lesién (mm) por tratamientos.

Fuente Suma de GL Cuadrado Razon-F Valor-p
Cuadrados medio

Entre grupos 65075,4 10 6507,54 14,06 0,00001

Intra grupos 45823,6 99 462,865

Total (corregido) 110899,0 109

* 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 lesién (mm) entre un nivel de tratamiento y otro, con un

nivel del 95,0% de confianza.
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Figura 4.3. Lesion necrética en estacas de vid cv. Syrah después de 168 dias a temperatura
ambiente en laboratorio, inoculadas en corte de poda distal con suspensién de fragmentos de
micelio de Botryosphaeriaceae spp. obtenidos desde hospederos frutales como manzano, vid,

arandano y nogal con muerte regresiva.

4.2 Virulencia de Botryosphaeriaceae en cargadores inoculados con micelio en el campo.

Dentro del estudio, en la patogenicidad en campo todos los cargadores en las plantas de vid
cv. Cabernet Sauvignon inoculados con micelio obtenido de especies de Botryosphaeriaceae
desarrollaron mayor lesién que las estacas de laboratorio, causando lesiones necréticas de
diferentes grados de dafo e infeccion y muerte regresiva en los cargadores, demostrandose en
el andlisis estadistico en el que se encontré diferencias estadisticamente significativas entre los
promedios (P = 0,0000) de largo de lesidon (mm) obteniendo una diferencia significativa entre la

media de los tratamientos. (Cuadro 4.3 y Figura 4.4).
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Figura 4.4. Lesion necrotica en cargadores de vid cv. Cabernet Sauvignon después de 9 meses

en condiciones de campo, inoculadas con suspension de fragmentos de micelio de
Botryosphaeriaceae. Lesion en tratamiento N°6 a causa de especie N parvum aislado de vid (A'y
D). Lesion por D. mutila obtenida de manzano (B). Lesion causada por N. parvum aislado de
arandano (C). Larga lesion provocada por N. arbuti aislado de manzano (E). Lesion mas pequefia

en tratamiento N°1 inoculado con L. theobromae (F)
Las dimensiones del largo de las lesiones necroéticas en los cargadores de la vid el promedio

de lesién inoculadas con N. parvum (nogal) fue de 86,2 mm de longitud y con D. mutila (nogal)

fue de 84,6 mm seguida de N. parvum (arandano) con 73,4 mm de longitud, especies las cuales
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fueron significativamente las mas virulentas (Figura 4.5). Con una lesion intermedia estan las
especies D. mutila (manzano), N, parvum (arandano), N. arbuti (manzano), N. parvum (vid) y D.
seriata (vid) atacando de igual forma a la vid, pero con menor longitud de lesién necrética. La
especie D. seriata (manzano) y L. theobromae (manzano) fueron significativamente una de las
menos virulentas con 38 mm y 24,5 mm de longitud respectivamente, en conjunto con el

tratamiento control el cual alcanzoé los 9,3 mm.

Cuadro 4.3. Analisis de varianza para del largo de lesion (mm) — Suma de Cuadrados Tipo IIl.

Fuente Suma de GL Cuadrado Razon-F Valor-p
Cuadrados medio

A: Tratamiento 23146,9 10 2314,69 69,15 0,0000

B: Bloque 149,424 3 49,8079 1,49 0,2378

Residuos 1004,17 30 33,4723

Total (corregido) 24300,5 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 lesién (mm) entre un nivel de tratamiento y otro, con un

nivel del 95,0% de confianza.
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Figura 4.5. Lesion necrética en cargadores de vid cv. Cabernet Sauvignon después de 279 dias
en condiciones de campo en Fundo el Llano de San Clemente, inoculadas en corte de poda distal
con suspension de fragmentos de micelio de Botryosphaeriaceae spp. obtenidos desde

hospederos frutales como manzano, vid, arandano y nogal con muerte regresiva.
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Desde estacas inoculadas en campo tras obtener la lesion se realizé el reaislamiento de las
especies fungosas de los 10 tratamientos, identificando a cada aislado y confirmando los
postulados de Koch (Figura 4.6). La identificacion fue confirmada observando las colonias y
conidias de los diferentes aislados de Botryosphaeriaceae spp. obtenidas desde los re-
aislamientos de las especies de Botryosphaeriaceae: Lasiodiplodia theobromae (Figura 4.7),
Diplodia mutila (Figura 4.8), D. seriata (Figura 4.9), Neofusicoccum arbuti (Figura 4.10) y N.
parvum (Figura 4.11). En los re-aislamientos de cargadores utilizados como testigos fueron 100%

negativos a hongos fitopatogenos (Figura 4.7 a 4.11).

Figura 4.6. Re-aislamiento desde cargadores de vid cv. Cabernet Sauvignon inoculados con
Botryosphaeriaceae en el campo. Colonias de L. theobromae obtenida desde re-aislamiento de
cargador inoculado con L. theobromae (aislado de manzano) (A). Colonias de N. arbuti obtenida
desde re-aislamiento de cargador inoculado con N. arbuti (aislado de manzano) (B). Colonias de
N. parvum obtenida desde re-aislamiento de cargador inoculado con N. parvum (aislado de nogal)
(C).

43



Figura 4.7. Caracteristicas culturales y morfologicas de Lasiodiplodia theobromae. Crecimiento
micelial al dia 7 de incubacién a 20°C (A). Crecimiento micelial al dia 14 de incubacion a 20°C
(B). Crecimiento micelial al dia 21 de incubacién a 20°C (C). Conidios subovoides a elipsoides de
apice ampliamente redondeada y base truncada, amplia en el medio y angosta en los extremos,
de paredes finas, café oscura y septada en la madurez y con apariencia de estriado en la

superficie vistos al microscopio con aumento 40X (D). Picnidios en cultivo con medio APD (E).

Figura 4.8. Caracteristicas culturales y morfoldgicas de Diplodia mutila. Crecimiento micelial al
dia 7 de incubacién a 20°C (A). Crecimiento micelial al dia 14 de incubaciéon a 20°C (B).
Crecimiento micelial al dia 21 de incubacion a 20°C (C). Conidios ovoides a elipsoides, amplia en
el centro con un extremo redondeado, hialinas y aseptadas vistos al microscopio con aumento
40X (D). Picnidios en cultivo con medio APD (E).
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Figura 4.9. Caracteristicas culturales y morfolégicas de Diplodia seriata. Crecimiento micelial al
dia 7 de incubacién a 20°C (A). Crecimiento micelial al dia 14 de incubaciéon a 20°C (B).
Crecimiento micelial al dia 21 de incubacion a 20°C (C). Conidios ovoides a elipsoides, amplia en
el centro con extremo redondeado, siendo hialina inicialmente y café oscuro en su madurez y

aseptadas vistos al microscopio con aumento 40X (D). Picnidios en cultivo con medio APD (E).

Figura 4.10. Caracteristicas culturales y morfolégicas de Neofusicoccum arbuti. Crecimiento
micelial al dia 7 de incubacién a 20°C (A). Crecimiento micelial al dia 14 de incubacién a 20°C
(B). Crecimiento micelial al dia 21 de incubacion a 20°C (C). Conidios fusiformes, de apice obtuso,

hialinos y aseptados vistos al microscopio con aumento 40X (D). Picnidios en cultivo con medio

APD (E).
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Figura 4.11. Caracteristicas culturales y morfolégicas de Neofusicoccum parvum. Crecimiento
micelial al dia 7 de incubacion a 20°C (A). Crecimiento micelial al dia 14 de incubacion a 20°C
(B). Crecimiento micelial al dia 21 de incubacién a 20°C (C). Conidios elipsoides, con un apice
obtuso y una base truncada, siendo hialinos y aseptados vistos al microscopio con aumento 40X
(D). Picnidios en cultivo con medio APD (E).
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V. DISCUSION

Los aislados de Lasiodiplodia (L.) theobromae, Diplodia (D.) seriata, D. mutila, Neofusicoccum
(N.) arbutiy N. parvum pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae obtenidos desde diferentes
hospederos frutales (manzano, vid, nogal y arandano) con muerte regresiva fueron capaces de
infectar y causar necrosis en diferente grado a las estacas de vid cv Cabernet Sauvignon y Syrah.
En el estudio de campo los cargadores de vid cv. Cabernet Sauvignon, inoculados con aislados
de 5 especies de Botryosphaeriaceae causaron lesiones necréticas visibles y significativas en la
madera, junto con reproduccion de sintomas de muerte regresiva (muerte de yemas cercana a la
herida de poda) y brotacion en yemas inferiores. Por lo tanto, en el presente estudio se demuestra
la capacidad de Botryosphaeriaceae de diferente origen frutal (hospederos) en causar muerte
regresiva en vides. Este trabajo constituye la primera evidencia en probar la infeccion cruzada de

estas especies de Botryosphaeriaceae en vid en Chile.

Varios estudios realizados a nivel mundial han demostrado patogenicidad por hongos
pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae causando lesiones necréticas, cancros y muerte
regresiva en diversos hospederos (Phillips, 2002; Chebil et al., 2017) incluyendo vides (Urbez-
Torres et al., 2006; Abreo et al., 2012; Urbez-Torres et al., 2012), arandanos (Xu et al., 2015;
Tennakoon et al., 2018; Hilario et al., 2020), manzanos (Delgado-Cerrone et al., 2016; Sessa et
al., 2016), nogales (Chen et al., 2014; Yildiz et al., 2022), paltos (McDonald and Eskalen, 2011),
entre otros hospederos lefiosos (Slippers et al., 2006; Moral et al., 2010; Urbez-Torres et al., 2013;
Adesemoye et al., 2014; Moreira-Morrillo et al., 2021). Por lo tanto, el actual estudio ratifica los
estudios indicados arriba, que especies de Botryosphaeriaceae causan necrosis de tejidos

lignificados de la vid.

A nivel nacional estudios realizados han demostrado infeccion a través de patogenos de
Botryosphaeriaceae en kiwis (Diaz et al., 2020), manzanos (Diaz et al., 2018), nogales (Diaz et
al., 2018; Luna et al., 2022), arandanos (Espinoza et al., 2009), palto (Valencia et al., 2018) y
también en vides (Morales et al., 2012) uno de los frutales mas estudiados. En este sentido en
Chile se han determinado varias especies de Botryosphaeriaceae en vid como D. seriata, N.
parvum, N. australe, D. mutila principalmente. En un trabajo realizado por Diaz et al. (2013) se
demuestra la virulencia en vid a causa de Botryosphaeriaceae a través de sintomas en la planta,
tras identificar casi un 56% de esta familia en Chile, encontrando a D. seriata, D. mutila N. parvum
y Spencermartinsia (S.) viticola demostrando que hongos de Botryosphaeriaceae estan
involucrados a enfermedades de tronco en la vid, siendo D. seriata la especie mas frecuente
asociada a este tipo de enfermedades. De forma similar, pero en Catalufia, Espafia, Martos

(2008) identificd especies de Botryosphaeriaceae como causante de enfermedades de la madera
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en vifiedos, siendo D. seriata la especie mas frecuente, seguida por N. parvum y B. dothidea.
Estos estudios, en conjunto con el presente trabajo, demuestran la importancia de los hongos
fitopatdogenos de la familia de las Botryosphaeriaceae como causantes de enfermedades de la

madera en diversos hospederos.

El estudio realizado mostrd que las especies L. theobromae, D. seriata, D. mutila, N. parvum
y N. arbuti causaron lesiones necréticas en estacas (laboratorio) y cargadores (campo) de vid, en
donde las especies mas agresivas en estacas de vid corresponden a N. parvum (aislado de vid,
nogal y arandano), N. arbuti (aislado de manzano) y D. mutila (aislado de nogal), y en cargadores
de vides en campo fueron N. parvum (aislado de nogal y arandano) y D. mutila (aislado de
manzano). Tanto para estacas como cargadores, L. theobromae (aislado de manzano) fue
considerada de baja agresividad, siendo la especie menos virulenta. Coincidiendo con los
resultados obtenidos en el presente trabajo, el trabajo en Uruguay por Delgado-Cerrone et al.
(2016) y Sessa et al. (2016), donde las especies de N. parvum y N. australe fueron las mas
virulentas y L. theobromae presenté menor virulencia en ramillas de manzano. De igual manera,
el trabajo previo de Diaz et al. (2022), quienes obtuvieron a L. theobromae como la especie menos
virulenta en manzanos. Sin embargo, en estudio de vides en California y México, L. theobromae
es considerada una especie virulenta y de importancia, junto con las especies de Neofusicoccum,
siendo considerada mas virulenta que especies de Diplodia (Urbez-Torres et al., 2008; Urbez-
Torres y Gubler, 2009). Es mas, en vides las especies de Neofusicoccum spp. fueron catalogadas
como virulentas al colonizar la madera mas rapido en Nueva Zelanda (Amponsah et al., 2011),
Estados Unidos (Urbez-Torres et al., 2011), Espafia (Pintos et al., 2012), Australia (Pitt et al.,
2013) y Chile (Diaz et al., 2013). El estudio de Pitt et al. (2013) realizado en vides cv. Chardonnay
demostré que N. parvumy L. Theobromae como las especies mas virulentas en cuanto a longitud
de lesion, avalando a N. parvum como agresivo, pero siendo contradictorio para el caso de L.
theobromae, especie la cual fue menos agresiva en el presente estudio. Esto se puede deber a
las condiciones medioambientales, ya que el estudio realizado por Pitt et al. (2013) fue realizado
en Australia y L. Theobromae es una especie subtropical a tropical (Dissanayake et al., 2016),
por ende, la temperatura es importante en cuanto a la fisiologia y patogenicidad, demostrado en
estudio de vides en México y Estados Unidos y en Arandanos en Peri como una especie

altamente agresiva (Gramaje et al., 2018; Rodriguez-Galvez et al., 2020).

En cuanto a virulencia intermedia a baja, los patégenos D. seriata y D. mutila presentaron
lesiones necroéticas de menor extension siendo D. mutila poco agresiva en estacas, no por el
contrario en cargadores de vid, que fue una de las especies que mas causo6 dafio longitudinal
después de N. parvum. No obstante, hay especies consideradas altamente virulentas y de

virulencia débil en algunos casos, como lo es la especie D. mutila, considerada ambigua, en la
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cual estudio realizado por Phillips (1998) en Portugal y otro realizado por Taylor et al. (2005) en
Australia demostraron a D. mutila como una especie de agresividad débil, en cambio, en el estudio
de Van Niekerk et al. (2004) en Africa y el de Billones- Baaijens et al. (2013) en Nueva Zelanda
muestran a D. mutila como un patégeno mas agresivo. Evidenciando que especies pueden ser
patégenos causantes de dafos y en otros casos presentarse como patdégenos oportunistas y
causar dafnos leves debido a factores que influyen en la variabilidad de virulencia en especies

pertenecientes a Botryosphaeriaceae.

Aislados obtenidos de diversos hospederos son altamente agresivos tanto en hospederos
iguales al de obtenido el aislado como en hospederos alternativos, evidenciado en el trabajo
realizado por Van Dyk et al. (2021), presenta que hongos de la madera, como los de la familia
Botryosphaeriaceae, estaban asociadas a muerte en olivos europeos y olivos silvestres,
indicando que los aislados obtenidos desde el mismo hospedero (olivo europeo) fueron mas
virulentos que los aislados obtenidos desde otros hospederos (olivo silvestre). Por el contrario,
para el caso del hongo Eutypa lata, el aislado obtenido desde otro hospedero, es decir de olivos
silvestres, fue el mas virulento, por ende, los datos evidencian que las especies mas virulentas
fueron aislados obtenidos tanto del mismo hospedero como de otros hospederos (Van Dyk et al.,
2021) coincidiendo con el presente estudio, en donde estacas de vid inoculadas con aislados
obtenidos de vid fueron mas virulentas que los aislados obtenidos por otros hospederos frutales
y en el caso del estudio en campo, los cargadores aislados con especies obtenidos de otros

hospederos fueron las mas virulentas.

Este estudio aporta informaciéon en cuanto a patogenicidad cruzada, demostrando que hay
lesiones necroticas en vid por especies de Botryosphaeriaceae spp. obtenidos de distintos
hospederos frutales (Sessa et al., 2016; Van Dyk et al., 2021; Mojeremane et al., 2020). Nuestros
resultados concuerdan con el estudio realizado por Mojeremane et al. (2020) en Sudéafrica,
demostrando que los aislados N. australe y N. stellenboschiana originados en hospederos como
vides, ciruelos, manzanos, olivos y pimiento boliviano fueron capaces de causar dafo en
hospederos alternativos como vides, ciruelos, manzanos, olivos y pimiento boliviano, difiriendo
en virulencia entre los aislados. Por lo que en el estudio realizado por Mojeremane et al. (2020)
se demuestra la capacidad de infeccién cruzada de Botryosphaeriaceae en diversas especies
frutales y ornamentales. No obstante, es necesario realizar mas estudios para observar y
determinar lesiones causadas en diferentes hospederos infectados con Botryosphaeriaceae spp.

obtenidas de otros hospederos y asi corroborar una infeccion cruzada entre hospederos frutales.
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\/R CONCLUSION

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio se concluye que:

1. En las estacas de Vitis vinifera cvs. Cabernet Sauvignon y Syrah, las especies N. parvum
(aislado de vid, nogal y arandano), N. arbuti (aislado de manzano) y D. mutila (aislado de nogal)

fueron los mas virulentos). L. theobromae (aislado de manzano) fue la menos virulenta.

2. En el campo, los cargados de vid cv. Cabernet Sauvignon se vieron principalmente
afectados por N. parvum (aislado de nogal y arandano) y D. mutila (aislado de manzano). La

especie L. theobromae (aislado de manzano) fue la menos virulenta.
3. La hipotesis se rechaza, porque en vid cvs. Cabernet Sauvignon y Syrah, las especies de

Neofusicoccum fueron las mas virulentas incluyendo aislados obtenidos desde vides, manzanos,

arandanos y nogales.
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