UNIVERSIDAD DE TALCA
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA DE AGRONOMIA

Virulencia de especies de Botryosphaeriaceae obtenidas desde diferentes hospederos
frutales en vides (Vitis vinifera L.).

MEMORIA DE TITULO

TOMAS ALEJANDRO LUKOVIEK SEPULVEDA
2023



[
D
TALCA

UNIVERSIDAD

CONSTANCIA

La Direccion del Sistema de Bibliotecas a través de su unidad de procesos técnicos certifica que el
autor del siguiente trabajo de titulacion ha firmado su autorizacion para la reproduccion en forma

total o parcial e ilimitada del mismo.

Talca, 2023

Vicerrectoria Académica | Direccion de Bibliotecas



UNIVERSIDAD DE TALCA
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA DE AGRONOMIA

Virulencia de especies de Botryosphaeriaceae obtenidas desde diferentes hospederos
frutales en vides (Vitis vinifera L.).

Por

TOMAS ALEJANDRO LUKOVIEK SEPULVEDA

MEMORIADE TITULO

presentada a la

Universidad de Talca como

parte de los requisitos para optar al titulo de

INGENIERO AGRONOMO

TALCA, 2023



El presente estudio fue apoyado y financiado por el Proyecto Fondecyt Regular 1210109
(Anid, Chile).



Aprobacion:

o Diaz Ulloa

Profesor Guia: Ing. Agr. Mg Cs. Dr. Gonzalo Diaz Ulloa
Profesor asociado

Escuela de Agronomia

Facultad de Ciencias Agrarias

Mauricio Lolas Caneo

Profesor informante: Ing. MS. PhD. Mauricio Lolas Caneo
Profesor titular

Escuela de Agronomia

Facultad de Ciencias Agrarias

Fecha de presentacion de la Defensa de Memoria: 24 de abril 2023



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer mi familia; a mi Madre y mi Padre, seres de luz y pilares fundamentales que
bajo cualquier tipo de adversidad han sabido luchar y prevalecer, me faltan palabras para expresar
mi absoluta admiracion y agradecer todo lo que han hecho por mi, infinitas gracias por su apoyo y
amor incondicional que me han entregado durante toda la vida, sin importar el camino que eligiese,
siempre han estado ahi dispuestos para escuchar, aconsejar y entregarme el calor de su apapacho.
Gracias a mi hermano, pilar fundamental, que siempre me ha apoyado y entregado su amor
incondicional, ha sido un bello ejemplo a seguir, con su sabiduria y consejo me ha brindado ganas
de seguir creciendo, de superarme cada vez mas y demostrarme a mi mismo de lo que soy capaz.

A mi maravillosa familia, infinitas gracias.

Agradezco a mi hermosa polola y compafiera, Katherine Cruz Leon, mi dulce frutilla silvestre
de bosque encantado, quien ha sido un pilar fundamental durante mi periodo universitario, gracias
por estar siempre ahi conmigo, por escucharme, aconsejarme y ayudarme a crecer como personay
como profesional, no pude haber tenido una mejor compafiera y espero que sigamos compartiendo
nuestros cerebros, corazones y almas por toda la vida y eternidad. Infinitas gracias a ti, amor de mi

vida.

Agradezco a mis maravillosos amigos, unos vienen y otros se van, sin embargo, todos aquellos
quienes me han entregado un pedacito de si mismo, y, de quienes he logrado aprender y me han
hecho crecer en esta vida, les agradezco desde lo mas profundo de mi ser.

Agradezco a mi profesor guia Gonzalo Diaz por la oportunidad de trabajar en esta investigacion,

por su paciencia 'y comprension, por su tiempo y dedicacion. Muchisimas gracias.

Finalmente quiero agradecer a Yadira Hernandez, quien supo guiarme y brindarme de la ayuda
necesaria para realizar esta investigacion. Admiro tu orden y meticulosidad, sin ti este trabajo no

hubiera sido posible. Muchisimas gracias.



RESUMEN

En Chile, el cultivo de Vitis vinifera L. actualmente se ha estimado en superficies de 210 mil
hectareas que contemplan uvas para vinificacion, uvas de mesas y uvas pasas. La mayor cantidad
de vifiedos se concentra principalmente en la region de O’Higgins y el Maule con un 72% del total

nacional.

El establecimiento de cultivos de vides implica altos costos de produccién, en donde una parte
significativa de estos costos, este asociado con el manejo de plagas y enfermedades. Dentro de los
agentes causales de enfermedades, los patdgenos fungicos, son de gran importancia. Especies de
la familia Botryosphaeriaceae tales como; Neofusicoccum parvum, N. arbuti, Diplodia mutila, D.
seriata, Lasiodiplodia theobromae, entre otros, cumplen un rol importante como agente causal de
enfermedades de la madera en vides, produciendo cancros y muerte regresiva. Ademas, las especies
de esta familia son capaces de afectar a gran nimero de hospederos, incluyendo manzanos, nogales,
arandanos, avellanos, olivos, por lo que huertos de estos frutales establecidos en zonas cercanas,

podrian significar posibles fuentes de indculo para vides.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la patogenicidad y virulencia de aislados de seis
especies de la familia Botryosphaeriaceae (Neofusicoccum parvum, N. arbuti, Diplodia mutila, D.
seriata, Dothiorella sarmentorum y Lasiodiplodia theobromae) obtenidos desde diferentes
hospederos frutales (manzano, nogal, arandano, vid y avellano). Se inocularon estacas sanas a
través de heridas en los entrenudos de los cultivares de vid Cabernet Sauvignon, Syrah, Malbec,
Sauvignon Blanc y Aspirant Bouschet en condiciones de invernadero durante 112 dias. Los
resultados del estudio demostraron que todos los aislados de especies de Botryosphaeriaceae
generaron lesiones necroticas en las estacas de los cinco cultivares de vid, en donde las especies
del género Neofusicoccum fueron las méas agresivas sin importar su hospedero de origen. Por otro
lado, las especies menos agresivas resultaron ser D. mutila (nogal), L. theobromae (manzano) y
Do. sarmentorum (nogal). Las estacas del cultivar Cabernet Sauvignon resultaron ser las mas

susceptible a las diferentes especies inoculadas bajo condiciones de invernadero.

Palabras clave: Botryosphaeriaceae, vid, muerte regresiva, hospedero.



ABSTRACT

In Chile, the cultivation of Vitis vinifera L. is currently estimated at 210 thousand hectares,
including wine grapes, table grapes and raisins. The largest number of vineyards is concentrated

mainly in the O'Higgins and Maule regions, with 72% of the national total.

The establishment of vineyards involves high production costs, a significant part of which is
associated with the management of pests and diseases. Among these diseases, fungal pathogens are
of great importance. Species of the Botryosphaeriaceae family such as Neofusicoccum parvum, N.
arbuti, Diplodia mutila, D. seriata, Lasiodiplodia theobromae, among others, play an important
role as causal agents of trunk diseases in grapevines, producing cankers and dieback. In addition,
the species of this family can affect a large number of fruit hosts, including apple, walnut,
blueberry, hazelnut, and olive trees, so that orchards of these fruit trees established in nearby areas

could be potential sources of inoculum for grapevines.

The objective of this research was to evaluate the pathogenicity and virulence of six species of
the Botryosphaeriaceae family (Neofusicoccum parvum, N. arbuti, Diplodia mutila, D. seriata,
Dothiorella sarmentorum and Lasiodiplodia theobromae) isolated from different fruit hosts (apple,
walnut, blueberry, grapevine and hazelnut). Healthy cuttings were inoculated through wounds in
the internodes of Cabernet Sauvignon, Syrah, Malbec, Sauvignon Blanc and Aspirant Bouschet
grapevine cultivars under greenhouse conditions for 112 days. The results of the study
demonstrated that all fungal species caused necrotic lesions on the cuttings of the five grapevine
cultivars, where species of the genus Neofusicoccum were the most aggressive regardless of their
fruit host of origin. On the other hand, the least aggressive species were D. mutila (walnut), L.
theobromae (apple) and Do. sarmentorum. Cuttings of the Cabernet Sauvignon cultivar were found

to be the most susceptible to the different species inoculated under greenhouse condition.

Key words: Botryosphaeriaceae, grapevine, dieback, host.
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(NA32-Mz), (D) Diplodia mutila (DM2-Mz), (E) Diplodia seriata (DS1-Vid), (F) Neofusicoccum



parvum (NP10-Vid), (G) Diplodia mutila (Dmnog-4), (H) Dothiorella sarmentorum (Dsar-2-
Nog), (I) Neofusicoccum parvum (NP-9-Nog), (J) Neofusicoccum parvum (NP-7-Ara), (K)
Diplodia mutila (DM-11-Ara), (L) Diplodia mutila (DM-4-Ave), (M) tratamiento control o testigo

de Sauvignon Blanc



1. INTRODUCCION

El cultivo de Vitis vinifera L. (vid comun) y sus diversas variedades son de gran importancia y
extension a nivel mundial, llegando a tener un alto valor comercial como uva de mesa fresca, fruta
deshidratada y para produccion de vino, estimandose en la actualidad superficies que abarcan 7.3
millones de hectéareas. (Gramaje et al., 2018; OIV, 2021). Un claro ejemplo de esto es el estado de
California en Estados Unidos, quien presenta mas de 345.200 ha, siendo el tercer commodity
agricola mas importante dentro del estado, con ganancias anuales de $2.3 billones USD (Urbez-
Torres et al., 2006).

En el caso de Chile, actualmente el catastro viticola elabora por el SAG (2021) estimo
superficies de 210 mil hectareas que contemplan uvas para vinificacion, uvas de mesas y uvas
pasas. La mayor cantidad de vifiedos se encuentra localizado entre la region de Coquimbo y la
regio del Biobio, concentrandose principalmente en la region de O’Higgins y el Maule con un 72%

del total nacional.

Como es sabido, el establecimiento de cultivos de vides implica altos costos de produccién, en
donde una parte significativa de estos costos, este asociado con el manejo intenso de plagas y
enfermedades, en donde se incluyen préacticas culturales, productos quimicos o bioldgicos y sus

respectivas aplicaciones (Cooper et al. 2012).

Dentro de estas enfermedades, los patdgenos fungicos, son de significativa importancia, dado
que alteraran el correcto desarrollo, reduciendo productividad, acortando su vida productiva y
longevidad de la vid. V. viniferaes susceptible a 29 enfermedades causadas por hongos (Wilcox et
al. 2015), incluyendo enfermedades de la madera, que actualmente son consideradas como las mas
destructivas (Bertsch et al., 2013). Las enfermedades de la madera, son causadas por varias especies
o complejos fangicos, entre las que se mencionan Phaeomoniella chlamydospora, y miembros de
las familias Diatrypaceae, Botryosphaeriaceae, entre otros (Urbez-Torres et al., 2006; Diaz et al.,
2013; Gramaje et al., 2018).



En Chile, la importancia de las enfermedades de la madera en vides (EMV) ha sido reconocida,
en donde estudios realizados por Diaz et al. (2013) donde han evidenciado que un 22% de los
vifiedos en el pais esta siendo afectado por las EMV. Al mismo tiempo, las especies de la familia
Botryosphaeriaceae cumplen un rol importante como agente causal de enfermedades de la madera
en vides (Urbez-Torres et al., 2006; Diaz et al., 2013; Carlucci et al., 2015) representando una gran
cantidad de especies causantes de esta gran problematica. Estudios realizados por Larach et al.
(2020) en las regiones de O’Higgins y el Maule evidenciaron que plantas adultas que presentaban
brazos o cordones con sintomas de muerte regresiva asociada a Botryosphaeria disminuyeron su

productividad entre un 40% y un 49%.

La familia Botryosphaeriaceae comprende organismos fungosos endéfitos, saprofitos y
fitopatdgenos que se encuentra ampliamente distribuida en el mundo, abarcando diversas zonas
geogréficas y climéticas exceptuando las zonas polares (Phillips et al., 2013; Mondragén et al.,
2021). Esta familia esta constituida por al menos 23 géneros de hongos y 187 especies, afectando
una gran cantidad de especies hospedantes, desde frutales y vides a arboles forestales y urbanos
(Phillips et al., 2013; Dissayanake et al., 2016; Diaz & Latorre, 2020).

Las especies de la familia Botryosphaeriaceae, generalmente se caracterizan por ser hongos
oportunistas, puesto que aprovechan la ocasion de entrar a su hospedero cuando este sufre de
heridas naturales o provocadas por manejos como la poda en vides (Gramaje et al., 2018). Especies
de hongos de esta familia se han asociado a enfermedades como pudriciones en frutos, manchas
foliares y principalmente muerte regresiva, que podria describirse como una sucesion de sintomas
tales como defoliacion, perdidas de partes perennes como ramas o tallos, necrosamiento interno de
los haces vasculares que terminan generando cancros en la madera; en su conjunto estos sintomas
se han descrito como sindrome de declinamiento (Slippers & Wingfield, 2007; Morales et al., 2012;
Sessa et al., 2016).

Un factor fundamental a considerar, es el amplio rango de hospederos a los que estos hongos
son capaces de infectar, pues se han reportado y descrito causando enfermedades en la madera en
diversos frutales como vides (Gramaje et al., 2018), kiwis (Diaz et al., 2021), paltos (Valencia et
al., 2019), manzanos (Sessa et al., 2016), higos, pimiento peruano, ciruelos (Mojeremane et al.,



2020), olivos, nogales (Moral et al., 2010) y arandanos (Rodriguez-Gélvez et al., 2020), entre otros.
Dado que en la actualidad es bastante comdn que alguno de estos cultivos como vides, poméaceas,
carozos, nogales o arandanos, se encuentren relativamente cerca, como es el caso de Espafa,
Sudafrica, California o Chile (Diaz & Latorre, 2020), es de vital importancia considerar que cada
una de estas especies frutales podria ser una potencial fuente de indculo para las vifias o viceversa.
Es més, en el trabajo de Mojeremane et al. (2020) demostraron la capacidad de dos especies de
Neofusicoccum de infectar diferentes hospederos, pero en brotes. Es fundamental que la infeccidn
sea estudiada en tejidos lignificados siendo los principales tejidos afectados por

Botryosphaeriaceae asociados a enfermedades de la madera.

A nivel nacional, la alta incidencia de la muerte regresiva en las especies frutales descritas que,
en ocasiones se cultivan en las proximidades, la infeccion sobre otros hospederos puede ser posible,
bajo estas circunstancias. Por lo tanto, se desconoce a nivel nacional, si las especies de
Botryosphaeriaceae asociadas en arandanos, nogales y manzanos son capaces de infectar otros

hospederos como la vid

Debido a las multiples razones antes expuestas, se hace muy importante poder reconocer y
evidenciar como es que interactlan estas especies de hongos fitopatdgenos de la familia
Botryosphaeriaceae aislados de diversos hospederos frutales con diferentes cultivares de vid. De
esta forma, podremos evaluar que cultivares presentan menor o mayor susceptibilidad, y que

aislados de hongos son los mas amenazantes para las plantas de vides.

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



1.1 Hipdtesis

Las especies de Botryosphaeriaceae obtenidas desde diferentes hospederos frutales (manzano,
nogal, ardndano y vid) con sintomas de muerte regresiva son virulentas en vides, siendo los aislados
del género Neofusicoccum lo mas agresivos.

1.2 Objetivo general

Determinar la virulencia de especies de Botryosphaeriaceae obtenidas desde diferentes hospederos

frutales en estacas de vides (Vitis vinifera L.).



2.REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Generalidades de la vid

La vid (Vitis vinifera L.), es una planta dicotiledonea de flores simples perteneciente a la familia
de las Vitéaceas. Esta familia comprende alrededor de diecinueve géneros, en donde el género Vitis,
se subdivide en dos; Muscadinia y Euvitis, en este Ultimo se encuentra la especie V. vinifera L.
(Zuniga, 2016).

La vid presenta su centro de origen en los bordes del mar Mediterraneo y existen registros que
aproximan el inicio de su cultivo hace unos 5000 afios, en los alrededores del Mar Negro y el Mar
Caspio (Labadie, 2005; Zufiga, 2016).

Esta planta corresponde a una liana trepadora de crecimiento simpodial, con tallos sarmentosos
y zarcillos que le permiten trepar en busca de la luz. En su etapa juvenil (3-5 afios) ocurre la
biosintesis de lignina, por lo que comienza a formar madera que constituirad el tronco o cuello,
brazos y sarmientos, todas estas partes, sumadas a los érganos anuales de la vid, como hojas
zarcillos y frutos, constituiran la parte aérea de la planta. Por otro lado, la parte subterranea de la
vid se encuentra conformada por raices y raicillas de distintos tamafios u 6rdenes que clasifican las

capacidades de absorcidn de agua y nutrientes (Reynier, 2012).

La vid se desarrolla éptimamente bajo climas mediterraneos y templados, lo cual definira su
ciclo bioldgico a lo largo de las diferentes temporadas (Figura 2.1), y, por lo tanto, la oportunidad
de separar y reconocer las distintas fases fenologicas con el fin de realizar los manejos agronémicos

adecuados correspondientes (Reynier, 2012).
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Figura 2.1. Ciclo vegetativo y reproductivo de la vid (hemisferio sur) durante una temporada.
Fuente: Reynier, (2012).

En cuanto a la susceptibilidad de la vid a enfermedades de la madera, en primera instancia
sabemos que dependera de la interaccion fundamental entre el agente patdgeno, el ambiente y la
misma planta (hospedero); segun Ramirez et al., 2018, esta podria variar entre cultivares

dependiendo del diametro o grosor de los vasos conductores que presente cada uno.
2.2 Cultivares de vides
2.2.1 Cultivar Cabernet Sauvignon

Cabernet Sauvignon es un cultivar de bayas tintas originado en la region de Burdeos, Francia, a
partir del cruce entre Cabernet Franc y Sauvignon Blanc, de amplia distribucién a nivel mundial,
abarcando areas de 341.000 ha o el 4% de los vifiedos del mundo (O1V, 2017).

Este cultivar es el de mayor superficie en nuestro pais, segun el catastro viticola elaborado por

el SAG (2021), se registraron 37.754 ha, concentrandose principalmente en las regiones del

Libertador Bernardo O’Higgins y el Maule, con 15.930 ha y 15.029 ha respectivamente.



Cabernet Sauvignon se caracteriza por presentar una brotacion tardia y una gran expresion
vegetativa, por lo que es importante controlar su vigor en orden de mantener una buena fertilidad
de las yemas y generar de esta forma plantas equilibradas. Se desarrolla de mejor forma en suelos
profundos de texturas medias, pedregosos; con muy buen drenaje y se adapta mejor a climas secos
y luminosos. Presenta susceptibilidad media a la pudricion gris, por otra parte, es bastante
susceptible al Oidio, asi como también a las enfermedades de la madera (Labadie, 2005; Moreno
y Vallarino, 2011.).

2.2.2 Cultivar Syrah

El origen de este cultivar no esta totalmente claro, pues algunos autores sostienen que se remonta
a Persia, Shiraz, mientras que otros lo suponen proveniente de Siracusa, Italia. (Matus y Rodriguez,
1998).

No es hasta 1996 que Syrah aparece en el catastro vitivinicola nacional con 19 ha (SAG, 2005),
alcanzando aproximadamente 6.755 ha en el catastro del 2021, concentrandose principalmente en
la Region del Libertador Bernardo O’Higgins y la Region del Maule, sumando 4.915 ha entre
ambas. (SAG, 2021).

A pesar de que corresponde a un cultivar de brotacion tardia, sus bayas maduran rapidamente,
por lo que consta de un periodo pinta-madurez relativamente corto. Presenta vigor medio a alto y
sus racimos se ubican lejos del origen de los sarmientos debido a su fertilidad de yemas media a
baja. (Siri y Pszczolkowski, 1996). Se adapta mejor a suelos francos, franco-arcillosos y a climas
calidos y soleados. Se dice que es una variedad facil de cultivar y manejar para los viticultores.
(Maturana, 2012)

2.2.3 Cultivar Malbec
Malbec es un cultivar de bayas tintas, emblematico de Argentina, con su centro de origen en

Cahors o la Touraine, en el Sud Oeste de Francia, en donde se le conoce con el nombre de Cot o
Auxerrois. (Catania y Avagnina, 2007).



En Argentina este cultivar alcanza superficies de 45.000 ha, concentrandose principalmente en
la provincia de Mendoza. (INV, 2021). Por otra parte, el Gltimo Catastro Viticola Nacional
realizado por el SAG (2021) estimo que en Chile existen 2.468 ha de Malbec que se concentra

principalmente en la region del Libertador Bernardo O Higgins y el Maule.

Malbec es un cultivar rustico y vigoroso, presenta brotacién media, madurez precoz a mediana
y se adapta mejor a climas moderadamente calurosos y secos, por lo que requiere de una buena
acumulacién térmica; 1.372 y 1.927 grados dia (zona Il y 11l de Winkler) (Gil y Pszczblkowski,
2015). En Francia, se desarrolla mejor en suelos arcillosos calcareos y fértiles, mientras que, por
otro lado, tanto en Chile como en Argentina se ha registrado que un suelo muy fértil resulta en
desmedro del equilibrio vegetativo-productivo, por lo que se recomienda evitarlos (Pszczdlkowski,
2015).

2.2.4 Cultivar Merlot

Merlot es un cultivar de bayas tintas originado al sudoeste de Francia, se dice que su nombre
proviene o estd relacionado con el mirlo, un ave que suele comer sus bayas (INV, 2018).

En Chile, actualmente su superficie se ha estimado en 10.819 ha, concentrandose principalmente
en las regiones del Libertador Bernardo O’Higgins y el Maule, con 4.388 y 4.944 respectivamente
(SAG,2021).

Es un cultivar de brotacion temprana, de vigor medio a alto con tendencia a emitir chupones por
su elevada fertilidad. Merlot tiene buena adaptacion a distintos tipos de suelo, pero se da mejor en
suelos argilicos calcareos, ademas, es un cultivar poco adaptado a la sequia y es sensible a las

heladas primaverales (Chomé et al., 2006).
2.2.5 Cultivar Sauvignon Blanc
Sauvignon Blanc es un cultivar de bayas blancas originado en la regién de Burdeos, Francia. En

Chile, existen aproximadamente 14.316 ha, concentrandose en las regiones de Valparaiso,
Libertador Bernardo O’Higgins y principalmente el Maule, con 7.295 ha (SAG, 2021). Dentro del
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Maule, segin Mena y Moreno, (2013), este cultivar se concentra principalmente en las comunas
de Molina, Curicd, Sagrada Familia y Rio Claro.

Es un cultivar vigoroso, de madurez temprana, que se adapta a climas secos, luminosos y
acumulaciones térmicas comprendidas entre 1372 y 1925 grados dia (Catania y Avagnina, 2007,
Mena y Moreno, 2013). Particularmente este cultivar es conveniente cosecharlo manualmente
debido a su denso follaje y a la delicada piel de sus bayas (Menay Moreno, 2013). Se han asociado
los mejores resultados en cuanto a vinos de calidad a partir de vifiedos dispuestos en valles frios o

con influencia costera (Mdiller, 2004).

2.2.6 Cultivar Aspirant Bouschet

Aspirant Bouschet es un cultivar obtenido por Henri Bouschet, en 1865, a partir del cruce entre
Grous Bouschet y Aspiran Noir. Su cultivo se concentra principalmente en Argentina, con 4.376

ha y en muy pequefia cantidad en Brasil y Chile sumando 1 ha entre ambos paises (INV, 2018).

Es un cultivar de cosecha temprana, muy vigoroso, pero poco fértil, expresa un escaso aporte
cualitativo aromatico, por lo que resulta en vinos con pobres expresiones sensoriales, con lo cual,
se utiliza como variedad tintorera, dada su principal caracteristica de presentar pigmentos
antocianicos de color rojo en la pulpa, lo que le otorga una alta intensidad colorante, permitiendo

mezclarla con otras variedades de menor color (INV, 2018).

2.3 Situacion de la superficie y produccién de vides

2.3.1 Situacion a nivel mundial

Segun la OlV, para el afio 2021, la superficie viticola mundial (correspondiente a la superficie
total de vifiedos plantados, incluidas las superficies improductivas por vides jovenes y las
superficies destinadas a la produccion de uvas de vinificacion, uvas de mesay uvas pasas) se estima
en 7.3 millones de hectareas (Mill. ha) (Figura 2.). Los paises que presentan mayores superficies
de vifiedos vitivinicolas son; Espafia, Francia, China e Italia, con 964 mha (Miles ha), 798 mha,



783 mha y 718 mha respectivamente. Seguidamente se posiciona Turquia con 419 mha, EE. UU
con 393 mha, Argentina con 211 mhay Chile con 210 mha.

TH N,

Figura 2.2. Evolucién de la superficie del vifiedo mundial. Fuente: OIV (2021).

En cuanto a la produccion mundial de uvas, La OIV en 2021 estimo 72.7 millones de toneladas
considerando pérdidas. Dentro de este valor, se estima que 37.2 (52%) millones de toneladas
corresponden a uvas prensadas o destinadas para la produccion de vinos (262 Mill. hL.), mostos y
zumos (26 Mill. hL.), mientras que 35.5 (48%) millones de toneladas se estimaron para produccion
de uva de mesa (30.1 Mill t.), uvas pasas (5.4 Mill. t) y fruta desecada (1.35 Mill t).

Los tres principales paises productores y exportadores de vino a nivel mundial corresponden a
Italia (produccién: 55 Mill hL, exportacion: 22 Mill hL), Francia (produccion: 49 Mill hL,
exportacion: 15 Mill hL) y Espafa (produccion: 44 Mill hL, exportacion: 23 Mill hL), mientras
que los tres principales importadores son Alemania, Estados Unidos y Reino Unido, con 14 Mill
hL cada uno (OlV, 2021).

Con respecto a la produccion mundial de uva de mesa, China encabeza la lista, con 14.8 Mill. t,
seguido por Italia con 6.4 Mill. t y luego Estados Unidos con 6.1 Mill. t. Por otro lado, las
exportaciones actualmente estan siendo lideradas por Pert (US$ 1.260 millones), quien supero a
Chile en 2021 (US$ 928 millones) (OIV, 2021; Ortiz, 2022).
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En cuanto a la produccion mundial de uvas pasas, en 2021 se ha estimado 1.4 Mill. t. Los
principales paises productores son Turquia con 358 mt, Estados Unidos con 274 mt, China con 180
mt, Irdan con 131 mt y Sudafrica con 73 mt, en conjunto estos 4 paises conforman el 74% del total
mundial (O1V, 2021).

2.3.2 Situacion a nivel nacional

En Chile, la superficie total de vifias para el afio 2021 se estimo en 210.000 ha (incluyendo vides
para vinificacion, uva de mesay uvas pasas), aumentando su superficie en 1% con respecto al 2020.
(SAG, 2021; OlV, 2022).

En cuanto a vinificacion, Chile ocupa actualmente mas de 139 mil hectareas (Cuadro 2.1) (baja
del 4.5% con respecto al 2020), las cuales tienen un potencial de produccién de vino cercano a los
1.200 millones de litros, considerando un afio promedio con buenas condiciones climéticas. Esta
superficie se encuentra principalmente, en las regiones de O Higgins y del Maule, concentrando
mas del 72% de la superficie nacional (SAG, 2021; ODEPA, 2022).

Cuadro 2.1. Superficie de vides viniferas y pisqueras por regién a nivel nacional. Fuente: SAG
(2021).
REGION PISQUERA VINIFERA TOTAL
ARICA 15.00 15.00
TARAPACA 3.95 3.95
ANTOFAGASTA 4.97 4.97
DE ATACAMA 558.70 55.31 614.01
DE COQUIMBO 8,535.01 3,114.83 11,649.84
DE VALPARAISO 8,657.76 8,657.76
DEL L.G.B. O'HIGGINS 41,539.36 41,539.36
DEL MAULE 52,822.56 52,822.56
NUBLE 10,369.68 10,369.68
DEL BIO BIO 2,796.26 2,796.26
DE LA ARAUCANIA 107.25 107.25
LOS RIOS 18.90 18.90
DE LOS LAGOS 19.03 19.03
AYSEN 1.94 1.94
METROPOLITANA DE SANTIAGO 10,559.37 10,559.37
TOTAL 9,093.71 130,086.17 139,179.88




El catastro viticola nacional del afio 2021 presentado por el SAG, informo que, del total de
vifiedos, el 73.82% corresponden a cultivares tintos y el 26.18 a cultivares blancos. El cultivar tinto
Cabernet Sauvignon sigue liderando en superficie con 37.754 ha (29.02%) seguido por Sauvignon
Blanc con 14.316 ha (11.01%), Merlot con 10.819 ha (8.32%), Chardonnay con 10.345 (7.95%) y
Carmenere con 10.318 (7.93%). Al mismo tiempo, la distribucién de las superficies de vifiedos por
region sigue siendo encabezada por el Maule con 52.822 ha (40.61%) seguido por O"Higgins con
41.539 ha (31.93%), Metropolitana con 10.599 ha (8.12%) y Nuble con 10.369 ha (7.97%).

En cuanto a las exportaciones de vinos, actualmente Chile es el primer exportador de América
y cuarto a nivel mundial, siendo superado s6lo por paises europeos de gran trayectoria en materias
vitivinicolas, como Francia, Espafia e Italia (ODEPA, 2022). Se estimo que, entre los meses de
enero y noviembre del afio 2021, las exportaciones de vino llegaron a 820 millones de litros,
equivalentes a $US 1.363,6 millones (ODEPA, 2021).

Con respecto a la superficie plantada de parronales de uva de mesa, De la Fuente (2020), estimd
un total aproximado de 45.489 ha, concentrandose principalmente en la region de O Higgins, con
14.210 ha, seguido por Valparaiso con 11.090 ha, Coquimbo con 8.813 ha, Atacama con 7.324 y
Metropolitana con 7.251. Los cultivares de uva de mesa negras representan 7.6% de la superficie,
distribuidas en las regiones antes mencionadas, concentrandose principalmente en Valparaiso
(33%). Autumn Royal es el cultivar con mayor superficie, con 36% de las hectareas plantadas,

seguidas por Black Seedless (14%), Sable (9%) e Inia-grape-one (9%).

2.3.3 Situacion en la Regién del Maule

Como se menciond anteriormente, la Region del Maule lidera en superficie de vifiedos plantados
con 52.822 ha (40.61% del total nacional), ademas de ser la region con mayor diversidad de
cultivares (SAG, 2021). Las caracteristicas geograficas y edafoclimaticas del Maule le confieren
este enorme potencial para la viticultura; la region presenta un clima de clara influencia
mediterranea, insertandose en la categoria de climas templados, correspondiente a la letra C en la
clasificacion de Koppen. Al mismo tiempo, existen variaciones de temperaturas y precipitaciones

dentro de la region debido a la influencia marina de la costa y a la altura de la Cordillera de los
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Andes. La geomorfologia de la region, en términos generales, podria ser caracterizada por la
presencia de cinco unidades de relieve dispuestas de este a oeste como franjas longitudinales; la
Cordillera de los Andes, la Precordillera, la Depresion Intermedia o Llano central, la Cordillera de
la Costa y las Planicies litorales. La distribucion de los vifiedos se concentra principalmente en la
Depresion Intermedia o Llano central de origen fluvio glacio volcéanico, y luego en las cuencas

graniticas marginales de la Cordillera de la Costa (Mena y Moreno, 2013).

En cuanto a la produccion de vides en la region, Mena y Moreno, (2013), identificaron 55
variedades de vides viniferas, en donde 35 correspondieron a cultivares tintos y 20 a cultivares
blancos, sin embargo, el catastro elaborado por el SAG, (2021) contemplo 31 cultivares blancos,
por lo que, en los dltimos 10 afios, se introdujeron 11 nuevas cepas blancas a la region. La
produccidn de los cultivares tintos se concentra principalmente en las comunas de Curico, Molina,
Sagrada Familia, Pencahue, San Clemente, San Javier, Villa Alegre, Linares y Cauquenes. Los
principales cultivares tintos que se producen corresponden a Cabernet Sauvignon, Pais, Merlot,
Carmenere, Syrah, Carignan y Pinot Noir. Por otro lado, la produccién de cultivares blancos se
centra principalmente en dos; Sauvignon Blanc y Chardonnay, que en conjunto conforman 10.992
ha de un total de 13.746 ha de cepas blancas. La distribucion de estos dos cultivares se concentra
mayoritariamente en las comunas de Molina, Curicd, Sagrada Familia, Rio claro y San Clemente.
(SAG, 2021).

Cuadro 2.2. Evolucion de la superficie de vifias en la Region del Maule en los Gltimos veintiin
afos. Fuente: SAG (2021).

Ao 2000 201 02 203 2004 205 2006 2000 2008 2009 200
Superficie (na) |~ 4505000 4640000 4687740 4733990 4827280 4939580 S031450[ 505740 4531777 4901417 4585055

Afio A 002 2003 2014 JAlk) 2016 000 2018 2009 00 0
Superficie (na)] 5034031 5161327 5196940 5349651 538854 5293 6171 5368667 5381868 5354610 5282036
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2.4 Enfermedades en vides

2.4.1 Pudricion gris de racimo

La pudricion gris del racimo o también conocida como moho gris es causado por el hongo
Botrytis cinerea, siendo considerada una de las mas importantes enfermedades que afecta a las
vides en Chile y a otros paises productores de uva alrededor del mundo (Wilcox et al., 2015; Latorre
et al., 2015). El fitopatdgeno B. cinerea reduce el rendimiento y la calidad del vino o de uvas de
mesa en localizaciones geogréaficas caracterizadas por climas templados y himedos durante los
meses de primavera y verano (Latorre et al., 2015).

El moho gris en las vides afecta a los 6rganos aéreos, principalmente a las bayas que son
altamente susceptibles desde el envero (cambio de color, bayas con > 7% sélidos solubles totales)
hasta la cosecha. Ademas, esta enfermedad es la mas importante causa de decaimiento en
postcosecha de las uvas de mesa durante el almacenamiento, transito hacia mercado y

comercializacion (Latorre et al., 2015).

Ademas, B cinerea, corresponde a un hongo necrétrofo de diversas especies, presentandose como
saprofitos de 6rganos senescentes que pueden estar presentes dentro de los vifiedos (malezas, por
ejemplo), por lo que en general, es una especie con lo que habria que “aprender a convivir”. Al
mismo tiempo, B. cinerea, es capaz de invernar como micelio o esclerocios en la corteza o0 yemas

dormantes, para luego volver a expresar sus sintomas bajo condiciones climéticas favorables.

2.4.2 Oidio de la vid

En los altimos afios, el Oidio de la vid, causado por el hongo fitopatégeno Erysiphe necator, ha
tenido especial importancia economica en la zona central y norte de Chile. El oidio reduce los
rendimientos y la calidad de la uva de mesa. En uvas para vinificar, altera considerablemente las
cualidades del mosto y del vino, al disminuir los sélidos solubles totales, la intensidad de color y

aumentar la acidez total (Campbell et al., 2007).
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Las infecciones se desarrollan a partir del micelio latente que sobrevive en yemas infectadas en
la temporada precedente y/o a partir de cleistotecios desarrollados en hojas u otros Grganos
infectados de la vid (Campbell et al., 2007). En zonas lluviosas es posible que las ascosporas

constituyan la principal fuente de inoculo primario (Jarvis et al., 2002).

La susceptibilidad de los racimos de la vid varia a través de la estacion de crecimiento, siendo
muy susceptibles entre cuajay el envero (Gadoury et al., 2001). Sin embargo, el riesgo de infeccion
depende de la presion de oidio en el vifiedo, la que se relaciona muy directamente con la

temperatura y humedad ambiental (Carroll & Wilcox, 2003).

2.5 Enfermedades de la madera de la vid

El termino enfermedades de la madera (EMV) es relativamente nuevo y fue establecido por el
Dr. Luigi Chiarappa junto con otros cientificos de todo el mundo a finales de la década de 1990
(Mugnai 2011).

Las EMV representan una de los problemas mas importantes en viticultura a lo largo del mundo,
pues estas resultan en reducciones de rendimientos, perdidas de longevidad de las plantas y
aumentos de costos de produccién. La mayoria de las enfermedades de la madera son causadas por
hongos patdgenos que penetran a través de las heridas de poda e invaden la madera (Crous et al.
2006; Diaz et al., 2011a; Morales et al., 2012; Urbez-Torres et al. 2006).

Muerte regresiva por Eutypa, Esca y muerte regresiva por Botryosphaeria, son las tres
enfermedades de la madera significativas en vides que involucran uno o varios organismos
fungosos que habitan en la madera (Larignon & Dubos, 1997; Mugnai et al., 1999; Larignon et al.,
2009; Gramaje et al., 2018). Por lo tanto, varios hongos estan asociados a las EMV a nivel mundial,
en donde se incluyen principalmente especies de la division Ascomycetes como;
Botryosphaeriaceae spp., Diatrypaceae spp., Phaeoacremonium spp., Phaeomoniella
chlamydospora, y algunos Basidiomycetes, como Fomitiporia punctata, F. mediterranea e
Inocutis spp. (Armengol et al., 2001; Cortesi et al., 2000; Fischer, 2006; Martin and Cobos, 2007,
Rolshausen et al., 2006; Taylor et al., 2005; Urbez-Torres et al., 2012; White et al., 2011b).
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Como bien sabemos, la vid (V. vinifera L.) es un importante cultivo en Chile, con actualmente
maés de 210.000 ha plantadas, en donde la importancia de las EMV en ha sido reconocida, pues
recientemente se ha estimado que un 22% de los vifiedos estan siendo afectados, reduciendo la
productividad, calidad y longevidad de los vifiedos chilenos (Diaz et al., 2011; Latorre, 2018;
Morales et al., 2012).

En el caso de Chile, Botryosphaeria dothidea, Cryptovalsa ampelina, Diplodia seriata, D.
mutila, Eutypella leprosa, N. parvum, P. aleophilum, P. chlamydospora, Seimatosporium botan y
Spencermartinsia viticola han sido reportados asociados con EMV (Auger et al., 2004a; Auger et
al., 2004b; Besoain et al., 2013; Diaz et al., 2009, 2011a, b, 2012; Latorre et al., 1986; Morales et
al., 2012), Sin embargo, en nuestro pais, los principales patdgenos asociados a enfermedades de la
madera son Phaeomoniella chlamydospora, Diplodia seriata e Inocutis sp., en orden de
importancia (Diaz et al., 2013).

Las EMV presentan una sintomatologia no muy especifica ya que comprende un amplio rango
de patégenos que a su vez pueden aparecer aisladamente o en combinacion, por lo que la
identificacion de estas enfermedades no es fécil (el decaimiento es debido a uno 0 mas organismos
fungosos, ademas expresan sintomatologias similares, llegando a confundirse con otras
fitopatologias o incluso estreses abiodticos). Fundamentalmente los sintomas que observamos en
campo son: clorosis intervenales, entrenudos cortos, cancros en ramas y troncos, necrosis
vasculares, muerte regresiva de sarmientos y brazos, perdidas de vigor, baja produccion, madurez

heterogénea, disminucién de calidad de bayas (Fernandez, 2019).

En cuanto a la epidemiologia de las EMV responsables de Eutypa, Botryosphaeria y Esca,
presentan propagacion a partir de esporas de origen sexual o asexual que son dispersadas por el
aire, ademas, en el caso de Botryosphaeria y esca, también seran fuentes de inoculo los restos de
poda infectados (Gramaje et al., 2018). Dependiendo de la especie, ascosporas 0 conidios son
liberadas a partir de peritecios o picnidios (origen sexual y asexual respectivamente) embebidos en

la corteza o en la superficie de restos de madera muerta de las vides, que liberaran las esporas en
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presencia de agua libre (lluvias, rocios) y por accién del viento, incluso de insectos. (Eskalen and
Gubler 2001; Urbez-Torres et al., 2010a; van Niekerk et al., 2010).

2.6 Familia Botryosphaeriaceae

La familia Botryosphaeriaceae fue introducida por Theissen y Sydow en 1918 (Phillips et al.,
2013, Zhang et al., 2021; Mondragodn et al., 2021). Estudios realizados por Schoch et al. (2006)
introdujeron el orden Botryosphaeriales en donde Unicamente se encontraba la familia
Botryosphaeriaceae, pero luego de diversos estudios, en la actualidad nueve familias constituyen
este orden (Minnis et al., 2012; Wikee et al., 2013; Slippers et al., 2013; Wyka & Broders, 216;
Yang et al., 2017; Slippers et al., 2017 & Phillips et al., 2019). Especificamente esta familia
pertenece al Reino Fungi, filum Ascomycota, subfilum Pezizomycota, clase Dothideomycete, sub

clase incertae sedis y orden Botryosphaeriales (Crous et al., 2017).

En la Gltima década se ha incrementado el interés por estudiar los hongos de la familia
Botryosphaeriaceae debido a las enfermedades que inducen en cultivos de importancia econémica,
a la asociacion observada entre la patogénesis y el estrés del hospedante, a su amplia distribucion
cosmopolita y a la gran cantidad de hospederos a los que pueden afectar, pues especies de esta
familia se han reportado infectando diversidad de frutales, plantas ornamentales, forestales, plantas
herbaceas e incluso algunos liquenes (Denman et al., 2000; Mohali et al., 2007; Zlatkovi¢ et al.,
2016). Ademas, las especies de esta familia son capaces de comportarse como organismos
fitopatdgenos, saprofitos y enddéfitos por lo que podrian mantenerse latentes en el hospedero sin
expresar sintomas aparentes (van Niekerk et al., 2006; Urbez-Torres, 2011; Yang et al., 2017;
Valencia et al., 2019). Al mismo tiempo, se han reportado mas de diez especies asociadas a
sintomas en diferentes partes de una misma planta, lo que indica que un numero importante de
especies de esta familia no presentan especificidad en rango de hospedantes. A su vez, diversos
estudios han demostrado la capacidad de estos hongos para diseminarse y “saltar” de sus
hospedantes nativos originales a cultivos agricolas que se establecen en areas cercanas,
pertenecientes a la misma familia botanica o a una familia diferente (Mondragon et al., 2021), por
lo que, bajo este contexto, se sugiere la posibilidad de generacion de nuevos genotipos de especies
de la familia en nuevas areas del mundo (Mehl et al., 2017).
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La familia Botryosphaeriaceae esta constituida por al menos 23 géneros de hongos y 187
especies, que, como se ha mencionado anteriormente, afectan una gran cantidad de diferentes
especies hospedantes (Phillips et al., 2013; Dissayanake et al., 2016; Diaz y Latorre, 2020). Al
mismo tiempo, Los géneros con distribucién geogréafica mundial y que afectan a un mayor nimero
de hospedantes son: Diplodia, Dothiorella, Lasiodiplodia y Neofusicoccum, englobando 70%, con

un aproximado de 300 especies fitopatdgenas (Slippers et al., 2017).

En cuanto a la identificacion de los agentes causales, las sintomatologias observadas en el
vifiedo suelen ser poco confiables y confusas, pues las caracteristicas de las enfermedades
generadas por Botryosphaeria suelen parecerse a enfermedades causadas por otros hongos
fitopatdgenos, como E. lata o Phomopsis viticola (Phillips, 1998; Casillo-Pando et al., 2001).

Por lo tanto, la identificacion de los agentes causales suele basarse principalmente en el estado
anamorfo de Botryosphaeriaceae, dado que los estados “perfectos” o teleomorfos que forman
peritecios raramente se encuentran en la naturaleza o se forman en cultivos artificiales (van Niekerk
et al., 2006; Larignon et al., 2009). Por lo tanto, la identificacion de Botryosphaeria radica en
evidenciar las caracteristicas morfologicas de micelio y cuerpos fructiferos asexuales como
picnidios, que son utilizadas para la identificacion a nivel de género y especie (Alveset al.,
2006; Sandoval-Sanchez et al., 2013). Sin embargo, estas caracteristicas son muy variables y en
ocasiones no son distintivas, porque se comparten entre especies; ademas son influenciadas por la
edad y el sustrato donde crecen los aislados, por lo que es necesario el uso de herramientas de
identificacion molecular para poder reconocerlos con exactitud. (Alves et al., 2007).

En general, existe poca informacidn disponible sobre el ciclo bioldgico de Botryosphaeriaceae,
pero se sabe que este organismo es capaz de formar asexualmente picnidios desarrollados en
madera infectada o en brotes de poda. Estos picnidios conforman el inoculo primario que contiene
las esporas o0 conidias que eventualmente se hincharan y reventaran durante las lluvias o durante
periodos de riego de aspersion, quedando asi diseminadas en el aire (Urbez-Torres et al., 2010a).
Asi, se observo inoculo presente en el aire durante el invierno en California (Urbez-Torres et al.,
2010a), mientras que, en Francia, el inoculo fue detectado principalmente durante el periodo
vegetativo (Kuntzmann et al., 2009). Sin embargo, la diseminacion de esporas podria ocurrir en
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ausencia de lluvias, sugiriendo que otros factores climaticos estan involucrados (Van Niekerk et
al., 2010; Urbez-Torres et al 2010a). En Chile, este periodo de “vuelo” de las esporas 0 conidias
durante las lluvias, concuerda con los periodos en que se llevan a cabo las podas invernales, dejando

expuestas las heridas a las fuentes de inoculo que podrian eventualmente penetrar en la madera.

La infeccion de las heridas de poda, hace posible que el hongo “oportunista’ colonice los tejidos
vasculares, afectando asi el transporte de agua y nutrientes a través del xilema, ademas de la
translocacion de asimilados desde el floema, generando bloqueo y necrosis de la madera, lo que
eventualmente puede conducir a la muerte regresiva de cargadores y brazos (Gramaje et al., 2018).
Esta condicion también puede afectar la acumulacién y disponibilidad de reservas necesarias para
la fructificacion de la siguiente temporada, que se encuentran principalmente localizadas en el
tronco y ramas, por lo que este marchitamiento y muerte regresiva podria reducir
significativamente el rendimiento de los cultivos. Al mismo tiempo, la condicién en que se
encuentre la planta previamente, es un factor relevante que podria predisponer su infeccion, pues
si esta se encuentra bajo algun grado de estrés, ya sea causado por algun desorden fisiologico o
estrés abidtico, se vera favorecida la colonizacion y posterior expresion sintomatoldgica, incluso
se ha evidenciado que el estrés puede aumentar la incidencia entre un 20% a 90% en algunos
cultivos (Diaz & Latorre, 2020; Mondragén et al., 2021). Otra de las problematicas que debemos
considerar de Botryosphaeria, es que son especies dificiles de controlar, por ser organismos
enddfitos y patdgenos latentes dentro de la madera, por lo que los sintomas de la enfermedad
podrian aparecer y expresarse solo cuando el hospedero este bajo estrés (Slippers & Wingfield,
2007; Karli“ci’c et al., 2021).

2.7 Enfermedades de la madera por Botryosphaeriaceae en vides.

Hasta la fecha, han sido reconocidos 26 taxones de Botryosphaeriaceae en los géneros
Botryosphaeria, Diplodia, Dothiorella, Lasiodiplodia, Neofusicoccum, Neoscytalidium,Phaeobot
ryosphaeria y Spencermartinsia que han sido asociados con muerte regresiva en vides por
Botryosphaeria (Pitt et al. 2013a, ¢, 2015; Rolshausen et al. 2013; Urbez-Torres 2011; Yang et al.

2017; Mojeremane et al., 2020), en donde la mayor representacion se encuentran los generos
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Botryosphaeria, Diplodia, Lasiodiplodia y Neofusicoccum (Urbez-Torres, 2011; Gramaje et al.,
2018).

Como es sabido, existen diversas especies de la familia Botryosphaeriaceae capaces de infectar
vides, sin embargo, el método que utilizan estos organismos fungosos para penetrar en la planta
aun no esta claro del todo, pero el enfoque que ha parecido mas convincente es a traves de las
heridas de poda en las plantas y el tejido expuesto (Urbez-torres & Gubler, 2009). Estudios
realizados por Urbez-torres y Gubler (2009), han demostrado que la susceptibilidad de las heridas
de poda fue mayor cuando las inoculaciones se realizaron inmediatamente después de la poda y
disminuyo significativamente a medida que aumentaba el intervalo de tiempo entre la poda y la
inoculacién. Cabe destacar que estos hongos también se propagan por plantas madre infectadas
durante los procesos de propagacion vegetal en los viveros (Halleen et al., 2003; Giménez-Jaime
et al., 2006; Gramaje & Armengol, 2011).

Con respecto a la patogenicidad de las diferentes especies de la familia en las plantas de vid,
segun estudios realizados por Phillips. (2002), van Niekerk et al. (2004) y Taylor et al. (2005),
estos han variado segun el pais en donde se han realizados los estudios, asi como la patogenicidad
y virulencia de las diferentes especies que han arrojado resultados contradictorios entre paises
como Portugal y Australia, por lo que existen dudas sobre que especies serian los patégenos mas
importantes en vides. Estudios realizados entre 2003 y 2006 por Urbez-Torres et al. (2006), en
donde se realizaron muestreos de diferentes vifiedos para evaluar la incidencia de los hongos
asociados a cancros en las vides, encontraron nueve especies diferentes de la familia
Botryosphaeriaceae, cuales fueron; B. dothidea, L. theobromae, D. seriata, D. mutila, N. parvum,
N. luteum, N. australe, Do. viticola, y Do. iberica. Este estudio demostrd que las especies de
Botryosphaeria fueron los principales hongos asociados a cancros en vides dentro de la mayoria de
los vifiedos muestreados (Urbez-Torres et al., 2006; Gramaje et al., 2018). En Italia, Carlucci et al.
(2015), reporto a L. theobromae como un hongo responsable de muerte regresiva en vides en
asociacion con sintomas de esca, ademas de otras ocho especies; B. dothidea, N. luteum, N. parvum,
D. corticola, D. mutila, D. seriata, Do. iberica y Do. sarmentorum, en donde D. corticola y Do.
sarmentorum fueron descritas por primera vez infectando vides en Italia (Carlucci et al., 2009;
Carlucci y Frisullo, 2009).
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Por otra parte, varios estudios han evidenciado y coincidido en que L. theobromae (en climas
tropicales y subtropicales) y especies del género Neofusicoccum se han comportado como los méas
patogénicos y virulentos en estacas, ramillas y especialmente en madera o troncos de ensayos
realizados in vitro y a nivel de campo en vifiedos. (Urbez-Torres, 2011; Cloete et al., 2011;
Amponsah et al., 2011; Diaz et al., 2013). Asi mismo, diversos estudios realizados en distintas
partes del mundo; han coincidido que D. seriata ha sido la especie con mayor predominancia o
incidencia en vides (Taylor et al., 2005; Urbez-Torres, 2006; Pitt et al., 2010, Diaz et al., 2013).

Con respecto a la sintomatologia que generan las especies de Botryosphaeria, han demostrado
diferir entre regiones y variar dependiendo del cultivar de vid en el que se encuentran (van Niekerk
et al., 2004), pero en términos generales, los principales sintomas son muerte regresiva de brotes,
brazos y tronco, cancros perennes y necrosis vascular cafés y negras que forman decoloraciones en
la madera, también se ha podido observar malformaciones y leves clorosis en hojas dependiendo
de las extensiones de madera colonizada (van Niekerk et al., 2006; Urbez-Torres y Gubles, 2009;
Urbez-Torres, 2011; Ramirez et al., 2018; Larach et al., 2020; Mojeremane et al., 2020). Ademas,
en distintas partes del mundo como Francia y Estados Unidos, se han evidenciado pudriciones de
bayas asociadas a Botryosphaeria que podrian ser de gran importancia debido a la epidemiologia
de estas especies, pudiendo actuar como posibles fuentes de inoculo (Larignon & Dubos, 2001;
Leavitt, 2003).

En Chile, se ha reportado principalmente cancros, necrosis interna de la madera, muerte
regresiva de brotes, pitones y brazos que eventualmente desembocan en muerte regresiva de la
planta completa. La muerte regresiva por Botryosphaeria a menudo se presenta como una falta de
crecimiento primaveral de pitones afectados, con muerte regresiva de los brotes y necrosis a nivel
de yemas y xilema (Urbez-Torres 2011). La principal evidencia sintomatoldgica por muerte
regresiva de Botryosphaeria son los cancros perennes en forma de cufia o “V”, facilmente
apreciables en cortes transversales de troncos infectados (Figura 2.2) (Gramaje et al., 2017). Estos
sintomas pueden aparecer en el campo solo 1 o 2 afios después de que se hayan producido las
infecciones (Urbez-Torres et al., 2006) y se observan principalmente en vifiedos maduros (mas de
8 afos), dado que las sintomatologias asociadas a estos patogenos se desarrollan lentamente

generando perdidas graduales de vigor y rendimiento, por esta razon es comin encontrar los
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sintomas mas severos en vifiedos mas viejos, tanto en vides para vinificacién como en uva de mesa.
(Gubler et al., 2005; Morales et al., 2012; Larach et al., 2020). Aun asi, se han registrado muerte
regresiva, cancros y muerte de plantas en vides de uva de mesa de 3 a 5 afios (Urbez-Torres et al.,
2008).

A B

Segun Urbez-Torres. (2011), La incidencia de enfermedades asociadas a Botryosphaeria en el
sur del estado de California, en el Valle de Coachella, se report6 ser tan alta como un 100% en
vifiedos de diez afios 0 mas, presentando cancros severos en las vides. Estudios realizados por
Kaplan et al. (2016) indicaron que cultivares de Cabernet Sauvignon ubicados en vifiedos sanos en
el Valle de San Joaquin en California, presentaron rendimientos de 25 t/ha, mientras que, por otra
parte, en vifiedos infectados sin tratamientos, las perdidas en el rendimiento alcanzaron un 90% en
vides de al menos 20 afios. Como es evidente, todas estas enfermedades terminan generando
perdidas de rendimientos y, por consiguiente, aumentos en los costos de produccién, por ejemplo,
Hillis et al. (2016), estimaron que en las vifias de California se gasta un promedio de $US 477 por
hectarea al afio en orden de prevenir EMV. Al mismo tiempo, en el Valle de Napa, California, se
estimaron pérdidas acumuladas de $US 400.000 por hectéarea en vifiedos de 25 afios de vida
productiva debido a EMV (incluyendo Botryosphaeria) (Kaplan et al., 2016). Estudios realizados
por Siebert. (2001), estimaron pérdidas totales en la industria del vino en California causadas por

muerte regresiva asociadas a Botryosphaeria y Eutypa en valores aproximados a $US 260 millones
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al afio. En la regién de Burdeos en Francia, se estimaron perdidas anuales que llegaron al 20%

debido a enfermedades de muerte de brazo negro asociadas a Botryosphaeria (Urbez-Torres, 2011).

En Chile, Morales et al. (2012), reportaron incidencias por muerte regresiva asociada a
Botryosphaeria entre 22% y 69% en vifiedos de uva de mesa ubicados en la region de Valparaiso
y Metropolitana, ademas se reportaron severidades del 13% a lo largo de siete vifiedos de uva de
mesa. Larach et al. (2020), realizaron estudios con el objetivo de evaluar la incidencia, severidad
y perdidas productivas asociadas a muerte regresiva por Botryosphaeriaceae en vifiedos del cultivar
Cabernet Sauvignon ubicados en las regiones de O’Higgins y el Maule. Los muestreos se realizaron
durante dos temporadas diferentes, una en 2010 y la siguiente en 2018, la incidencia de muerte
regresiva por Botryosphaeria durante estas dos temporadas vario en promedio entre 78% y 99%
por region, en donde la region del Maule presento mayores porcentajes de incidencia que la region
de O’Higgins, posiblemente debido a la mayor cantidad de precipitaciones que presento el Maule,
que, como bien sabemos, son causantes de la liberacion de conidias desde los picnidios al ambiente
(Urbez-Torres et al., 2010a). Con respecto a la severidad evidenciada en este estudio, la region de
O’Higgins presento un promedio del 42%, mientras que el Maule un 56%, ademas, se evidencio
que efectivamente la incidencia y severidad aumento en funcion de la edad de las vides (Larach et
al., 2020). Como consecuencia se demostré que plantas adultas que presentaban brazos o cordones
con sintomas de muerte regresiva asociada a Botryosphaeria disminuyeron su productividad entre
un 40% y un 49% (Larach et al., 2020).

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

Como se ha mencionado con anterioridad, la familia Botryosphaeriaceae es capaz de infectar a
una gran diversidad de hospederos, ya sean arboles ornamentales, urbanos o frutales; pudiendo

causar severos dafios en los cultivos y, por ende, aumento en los costos de produccion.

Estudios realizados en Chile por Diaz et al. (2022), indicaron que, en huertos comerciales de
manzanos ubicados entre las regiones de O’Higgins, el Maule y la Araucania, presentaron entre un
5% y 45% de incidencia de enfermedades por Botryosphaeria, especificamente se obtuvieron 238

aislados identificados como D. seriata, N. arbuti, D. mutilay L. theobromae. Segun la informacion
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obtenida a través de este estudio, se dedujo que los agentes causales de cancrosis y muerte regresiva
del manzano en la zona central de Chile corresponden a estas 4 especies antes mencionadas, en
donde D. mutila resulto ser la especie mas frecuente (65%) y N. arbuti la especie més virulenta en

ramillas.

Segln la investigacion realizada por Sessa et al (2016), en Uruguay, en 5 plantaciones
comerciales de manzanos, perales y durazneros, se realizaron muestreos de madera que presentaran
sintomas como cancros, brotes muertos, gomosis, necrosis interna y muerte regresiva. Un total de
247 aislados mostraron signos de pertenecer a Botryosphaeria, al mismo tiempo, las tres especies
de Botryosphaeria mayormente aisladas en este estudio fueron; D. seriata (29%), N. parvum (27%)
y B. dothidea (24%). La mayoria de los aislados de D. seriata y B. dothidea (51% y 77%
respectivamente) fueron aislados desde manzanos, mientras que N. parvum se aislaron
principalmente desde perales (54%). En cuanto a los sintomas que se asociaron a estas especies
fitopatdgenas, B. dothidea en manzano se evidencio cancros papirdceos en ramas y troncos,
chancros marrones en brotes, necrosis en ramas en forma de cufia. Igualmente, N. parvum se asocio
en manzanos presentando sintomas como necrosis marrén interna, necrosis en formas de cufia y
cancros papiraceos. D. seriata se encontr6 en manzanos, perales y durazneros causando necrosis

marrén interna, chancros de ramas y muerte de brotes apicales.

De acuerdo a estudios realizados en Chile por Diaz et al (2021), se menciona que se han
evidenciado enfermedades en kiwi cv. Hayward causadas por miembros de la familia
Botryosphaeriaceae; de 246 aislados, 89 (36.17%) correspondieron a especies de la familia,
especificamente D. seriata y N. parvum. Al mismo tiempo, estos hongos fueron los patégenos mas
virulentos; causando las lesiones necroticas mas largas en brotes verdes, cafias lignificadas y
también en frutos pequefios de kiwi inoculados, en comparacion con los sintomas generados por

otros patdgenos de la madera aislados desde este frutal, tales como Diaporthe spp. y Cadophora
spp.

En la investigacion de Valencia et al (2019), se realizé un muestreo en 16 huertos de paltos cv.
Hass, ubicados entre Illapel y Peumo durante la primavera de la temporada 2015-2016 desde donde

se recolectaron ramas o discos de madera y frutos desde arboles aleatorios aparentemente sanos o
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enfermos. De los 16 huertos muestreados, 6 de ellos presentaron sintomatologia asociada a especies
de Botryosphaeria; cancros en ramas y muerte regresiva en plantas jovenes usadas para replante y
plantas adultas, ademas, se evidenciaron frutos con crecimientos anormales y hojas e
inflorescencias marchitas. Con respecto al aislamiento de los patdgenos y a su caracterizacion
morfolégica y molecular, se obtuvieron 36 provenientes desde las muestras de madera y 88 desde
los frutos. Las especies aisladas correspondieron a D. mutila, D. seriata, D. ibérica, L. theobromae,
N. australe, N. nonquaesitum y N. parvum. En cuanto a la virulencia de las especies, los aislados
del género Neofusicoccum fueron los mas agresivos en plantas de palto luego de 8 semanas después
de ser inoculadas. Con respecto a la virulencia en los frutos, los aislados de L. theobromae y

aislados del género Neofusicoccum fueron los méas agresivos, generando severos dafios en la pulpa.

Estudios realizados por Moral et al (2010) en huertos de olivos ubicados en Esparia y California,
evidenciaron la presencia de sintomatologia asociada a Botryosphaeria, desde donde se obtuvieron
150 aislados de la familia a partir de frutos podridos y ramas con presencia de muerte regresiva en
olivos y otros hospederos, como fresno y nogal. Las especies caracterizadas morfolégica y
molecularmente en el estudio fueron B. dothidea, D. seriata y N. mediterraneum, siendo este ultimo
aislado por primera vez descrito atacando olivos. En cuanto a las pruebas de patogenicidad y
virulencia, las inoculaciones de los patgenos en frutos mostraron que los aislados del género
Neofusicoccum fueron los mas virulentos seguidos por B. dothidea, mientras que D. seriata no
causo dafios. Las inoculaciones en ramas de olivos a nivel de campo evidenciaron que los aislados
de N. mediterraneum fueron mas agresivos que B. dothidea, generando cancros luego de 4 semanas
después de ser inoculadas y eventualmente muerte regresiva. Por otro lado, aislados de B. dothidea
obtenidos a partir de frutos no fueron patogénicos en ramas de olivos a nivel de campo. Trabajos
realizados por van Dyk et al (2021) en Sud Africa, enfocados en pruebas de patogenicidad de
aislados obtenidos a partir de enfermedades de la madera, evidenciaron la presencia de especies de
la familia Botryosphaeriaceae, especificamente del género Neofusicoccum, tales como; N. sp. N.
australe, N. stellenboschiana y N. vitifusiforme. Junto con especies como Cytospora pruinosa,
Diaporthe foeniculina y Pseudophaeomoniella globosa, los aislados del género Neofusicoccum
fueron clasificados como altamente virulentos, causando lesiones en estacas de olivos de 2 afios.
Ademas, estudios realizados por Mojeremane et al (2020) en diversas especies de plantas, tales

como; manzano, vid, olivos, pimiento peruano y ciruelos, demostraron que N. australe y N.
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stellenboschiana son especies patogénicas capaces de colonizar y necrosar el tejido lignificado, en
donde el crecimiento de la lesion crecid hacia arriba y abajo a partir del punto de inoculacion. Los
tratamientos con ciruelo como hospedero resultaron presentar las lesiones mas largas en
comparacion con el resto de especies frutales, lo que podria indicar mayor susceptibilidad por parte
de este hacia estas especies del género Neofusicoccum. Al mismo tiempo, este estudio determino
por primera vez que N. australe y N. stellenboschiana son agentes patogénicos para el pimiento
peruano, pues anteriormente, solo se habia evidenciado a N. ribis causando enfermedades en esta

especie, en estudios realizados en Hawai por Stevens y Shear en 1929.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del estudio:

La primera fase del experimento se llevo a cabo en las dependencias del Laboratorio de
Patologia Frutal perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Talca en
donde se desarrollaron principalmente las labores de aislamientos y re-aislamientos de las
diferentes especies de hongos. Posteriormente, el ensayo en donde se dispusieron las estacas

inoculadas se ubicé en un invernadero de la Universidad.

3.2. Obtencion de aislados fungosos:

Se utilizaron 12 aislados de hongos que representan a seis especies de la familia
Botryosphaeriaceae, estas son: Diplodia seriata, D. mutila, Lasiodiplodia theobromae,
Neofusicoccum arbuti, N. parvum y Dothiorella sarmentorum. (Cuadro 3.1). Estos aislados
fueron obtenidos de diferentes hospederos frutales (manzano, nogal, arandano y vid) causando
sintomas de muerte regresiva (Tabla 1). Todos los aislamientos de Botryosphaeriaceae fueron
aislados e identificados morfoldgica y molecularmente en estudios realizados previamente en los
laboratorios de Patologia Frutal (Diaz et al., 2013, 2016, 2018, 2019; Espinosa et al., 2009). Cada
aislado se activd y se mantuvo en el laboratorio en placas de Petri (90 mm de didmetro) que
contienen 2% de agar papa dextrosa (APD), se incubaron durante 9 dias a 20 °C con un ciclo de
luz/oscuridad de 12h/12h (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Colonias de aislados de Botryosphaeriaceae en medio APD al 2% que fueron incubadas

durante 13 dias a una temperatura de 20 °C con régimen de 12h/12h luz/ oscuridad. (A)
Lasiodiplodia theobromae (LT6-Mz), (B) Diplodia seriata (DS3-Mz), (C) Neofusicoccum arbuti
(NA32-Mz), (D) Diplodia mutila (DM2-Mz), (E) Diplodia seriata (DS1-Vid), (F) Neofusicoccum
parvum (NP10-Vid), (G) Diplodia mutila (Dmnog-4), (H) Dothiorella sarmentorum (Dsar-2-
Nog), (I) Neofusicoccum parvum (NP-9-Nog), (J) Neofusicoccum parvum (NP-7-Ara), (K)
Diplodia mutila (DM-11-Ara), (L) Diplodia mutila (DM-4-Ave).

Cuadro 3.1. Aislados de Botryosphaeriaceae detallando las especies, hospedero y localidad.

Fuente: Elaboracion propia.

Tratamiento Especie Botryosphaeria Aislado Hospedero origen Localidad-Afio
1 Lasiodiplodia theobromae LT6-Mz Manzano Los Niches-2017
2 Diplodia seriata DS3-Mz Manzano Molina-2018
3 Neofusicoccum arbuti NA32-Mz Manzano Parral-2018
4 Diplodia mutila DM2-Mz Manzano Talca-2017
5 Diplodia seriata DS1-Vid Vid San Clemente-2017
6 Neofusicoccum parvum NP10-Vid Vid Curic6-2018
7 Diplodia mutila Dmnog-4 Nogal Parral-2015
8 Dothiorella sarmentorum Dsar-2-Nog Nogal San Rafael-2019
9 Neofusicoccum parvum NP-9-Nog Nogal San Rafael-2017
10 Neofusicoccum parvum NP-7-Ara Aréandano Longavi-2018
11 Diplodia mutila DM-11-Ara Aréndano Linares-2018
12 Diplodia mutila DM-4-Ave Avellano Europeo Camarico-2020
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3.3. Preparacion y establecimiento de las estacas

Cargadores lignificados en receso fueron podados y colectados (1 afio de edad, n=100) desde
plantas adultas sanas de vid cvs. Cabernet Sauvignon, Syrah, Sauvignon Blanc, Malbec y Aspirant
Bouschet (Figura 3.2), desde vifiedos comerciales de Pencahue, Panguilemo y San Clemente. Los
cargadores fueron cortados para dejar estacas de 30 cm de largo, las cuales se desinfectaron
superficialmente sumergiéndolas durante 10 segundos en una solucién de cloro comercial al 5%
(0,05 L de cloro comercial + 10 L de agua), posterior a esto las estacas se sumergieron en agua
durante 1 minuto y se dejaron secar durante 30 min aproximadamente sobre papel absorbente. A
continuacidn, cada estaca se podo en bisel en su zona distal (&ngulo de 45°) con tijeras manuales a
un angulo de 45°. Posteriormente se sumergieron en enraizante comercial (Anasac) y se colocaron
en forma vertical (angulo 90°) al interior de camas de perlita hUmeda esteéril en cajas de polietileno

de dimensiones 60 x 30 cm (Figura 3.3).

Figura 3.2. Estacas ya desinfectadas y secas de los cinco cultivares utilizados en el ensayo, (A)
estacas de cv. Cabernet Sauvignon, (B) estacas de cv. Malbec, (C) estacas de cv. Syrah, (D) estacas
de cv. Sauvignon Blanc, (E) estacas de cv. Aspirant Bouschet.
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Figura 3.3. Ensayo bajo condiciones de invernadero montado; estacas de los cinco cultivares,
Cabernet Sauvignon, Syrah, Malbec, Sauvignon Blanc y Aspirant Bosuchet sumergidas en camas

de perlita estéril dispuestas en cajas de polietileno de dimensiones 60 x 30 cm.

3.4. Inoculacion de las estacas con las diferentes especies de Botryosphaeriaceae

Después de 24 h, las estacas en receso fueron inoculadas, para esto se cortaran tapones flngicos
(4 mm de didmetro) de los margenes de las colonias (zonas de crecimiento activo) con un
sacabocado (Mojeremane et al., 2020). Como tratamiento control se utilizaron tapones de APD no
colonizados. Las estacas fueron heridas en la zona del entrenudo con un bisturi, generando una
lesion en forma de cufia lo suficientemente profunda como para llegar al tejido del xilema, pero no
lo suficientemente profunda como para llegar a la médula. A continuacidn, los tapones miceliales
de agar de 4 mm se insertaron en las heridas y se envolvieron con Parafilm (Figura 3.4). Una vez
establecido el ensayo con las estacas inoculadas, se dejé en condiciones de invernadero
semicontroladas por un total de 116 dias, a una temperatura promedio de 24.4 ° C y 47% de
humedad relativa, con un ciclo de luz/oscuridad de 12h/12h en primaveray 14h/10h en verano, con
riegos de 2 a 3 veces por semana dependiendo de las temperaturas diarias.
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Pasados 112 dias se procedio a evaluar las estacas del cultivar Cabernet Sauvignon, 113 dias
Syrah, 114 dias Malbec y Sauvignon Blanc, y, finalmente, 116 dias para Aspirant Bouschet, por lo
que pasado este tiempo se midieron las lesiones necréticas (mm) desde el punto de inoculacién con
un calibrador digital Vernier (serie 500 Absolute digimatic, Mitutoyo America Corporation).

Figura 3.4. Preparacion e inoculacion de las estacas. (A) realizacion de corte en forma de cufia
sobre la estaca para posterior inoculacion, (B) herida en forma de cufia lista para ser inoculada, (C)
inoculacion mediante postura de tapon micelial de 4 mm de aislado de Botryosphaeria sobre la

herida generada en la estaca.
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Figura 3.5. Ensayo bajo condiciones de invernadero luego de un mes de ser inoculadas las estacas.
(A) estacas de Cabernet Sauvignon, (B) estacas de Syrah, (C) estacas de Malbec, (D) estacas de

Sauvignon Blanc, (E) estacas de Aspirant Bouschet.
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3.5. Re-aislamientos

Para asegurar que el necrosamiento de la madera fue provocado por la inoculacion de los
aislados de especies de la familia Botryosphaeriaceae utilizados y cumplir con los Postulados de
Koch, una vez medido el avance, se realizo el re-aislamiento de los agentes causales mediante la
siembra de trocitos de estaca con necrosis, que previamente se desinfecto superficialmente con
alcohol 75% por 15 segundos y luego se colocaron en placas de Petri con medio APD al 2%.

Luego de 10 dias de incubacion se observo el crecimiento del hongo, cuya identificacion se
realizo a través de microscopio éptico, observandose el crecimiento y morfologia de las hifas y las
esporas caracteristicas de esta especie.

3.6. Disefio experimental y analisis estadistico

Para analizar las medias de las lesiones necroéticas obtenidas a partir del ensayo bajo condiciones
de invernadero, se utilizé un disefio completamente al azar (DCA). La unidad experimental
corresponde a 1 estaca y se utilizaron 5 repeticiones. Los datos fueron analizados mediante un
analisis de varianza (ANDEVA; P<0.05), y como existieron diferencias significativas, estos fueron
separados por una Prueba de rangos Multiples de Tukey (P <0.05) usando el programa estadistico

Statgraphics Centurion XV (Statgraphics Technologies, Inc. Virginia, E.E.U.U).
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4. RESULTADOS

4.1 Virulencia en estacas de vid inoculadas bajo condiciones de invernadero.

Los cinco cultivares inoculados con las doce especies de hongos de la familia
Botryosphaeriaceae aislados desde diferentes hospederos frutales, desarrollaron lesiones necroticas
visibles tanto hacia arriba como hacia abajo a partir de la herida generada en forma de cufia en

condiciones de invernadero.

4.1.1. Virulencia en estacas de Cabernet Sauvignon

Todas las estacas del cultivar Cabernet Sauvignon presentaron lesiones necroticas visibles y
estadisticamente significativas tanto hacia arriba como hacia abajo desde el punto de inoculacién
generadas por las diferentes especies de la familia Botryosphaeriaceae aislados desde distintos

hospederos frutales (Cuadro 4.1) (Figura 4.3).

Las lesiones necréticas mas largas (Figura 4.1) fueron generadas por los aislados NP-9-Nog,
correspondiente a la especie Neofusicoccum parvum, aislado desde nogal, con un promedio de
253.5 mm, seguido por el aislado NP10-Vid, correspondiente a la espcie N. parvum, aislado desde
vid, con un promedio de 232.8 mm y el aislado NA32-Mz, correspondiente a la especie N. arbuti,
aislado desde manzano, con un promedio de 171.8 mm. Por otra parte, las lesiones necroticas mas
cortas (Figura 4.2), sin contar el control de APD, fueron generadas por los aislados DM-11-Ara,
correspondiente a la especie Diplodia mutila, aislado desde arandano, con un promedio de 26.7
mm, seguido por Dmnog-4, correspondiente a la especie D. mutila, aislado desde nogal, con un
promedio de 34.3 mm y el aislado LT6-Mz, correspondiente a la especie Lasidiplodia thebromae,
aislado desde manzano, con un promedio de 43.3 mm. Las estacas control, inoculadas con tapones

de APD presentaron las lesiones mas cortas, con un promedio de 11.3 mm, siendo no significativas.

En cuanto a los re-aislamientos, todos los aislados cumplieron con los postulados de Koch

basados en analisis de caracteres culturales, demostrando caracteristicas morfoldgicas 100%
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compatibles en el medio APD y confirmado de esta forma a los agentes causales inoculados en un

principio correspondientes a las especies especificas de Botryosphaeria (Urbez-Torres et al., 2006).

A ‘ : C

Figura 4.1. Estacas de Cabernet Sauvignon inoculadas con aislados NP-9-Nog, NP10-Vid y
NA32-Mz, evidenciando necrosis interna luego de 112 dias en condiciones de invernadero a un
promedio de temperatura de 24.4 °C y 47% HR. (A) estaca de cultivar Cabernet Sauvignon
inoculado con aislado NP-9-Nog, con lesién necrética longitudinal, (B) estaca de cultivar Cabernet
Sauvignon inoculada con aislado NP10-Vid, con lesién necrética longitudinal, (C) estaca de

cultivar Cabernet Sauvignon inoculada con aislado NA32-Mz, con lesidn necrotica longitudinal.
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Figura 4.2. Estacas de Cabernet Sauvignon inoculadas con aislados DM-11-Ara, Dmnog-4 y LT6-

Mz, evidenciando necrosis interna luego de 112 dias en condiciones de invernadero a un promedio
de temperatura de 24.4 °C y 47% HR. (A) estaca de cultivar Cabernet Sauvignon inoculado con
aislado DM-11-Ara, con lesidn necrdtica longitudinal, (B) estaca de cultivar Cabernet Sauvignon
inoculada con aislado Dmnog-4, con lesidn necrética longitudinal, (C) estaca de cultivar Cabernet
Sauvignon inoculada con aislado LT6-Mz, con lesion necroética longitudinal.
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Cuadro 4.1. Anélisis de varianza (ANOVA) para LOG (largo de lesion (mm)) por cada tratamiento

de Botryosphaeria en cultivar Cabernet Sauvignon.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F  |Valo
r-P

Entre grupos 49,3579 12 (4,11316 18,59 0,00
00

Intra grupos 11,5039 52 (0,221229

Total (Corr.) 60,8618 64

* Dado a que el VValor-p es menor a 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre
las medias de largo de lesion (mm), entre un nivel de tratamiento y otro, por lo que al menos uno

difiere del resto con un nivel del 95.0% de confianza.
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Figura 4.3. Largo de lesion necrdtica en estacas de vid cv. Cabernet Sauvignon después de 112
dias en condiciones de invernadero, con una temperatura promedio de 24.4 °C y 47% de HR,
inoculadas con doce especies de la familia Botryosphaeriaceae, que fueron aislados a partir de
diferentes hospederos frutales como manzano, nogal, arandano, avellano y vid con sintomas de

muerte reg resiva.
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4.1.2. Virulencia en estacas de Syrah

Todas las estacas del cultivar Syrah presentaron lesiones necrdticas visibles y estadisticamente
significativas tanto hacia arriba como hacia abajo desde el punto de inoculacion generadas por las
diferentes especies de la familia Botryosphaeriaceae aislados desde distintos hospederos frutales
(Cuadro 4.2) (Figura 4.6).

Las lesiones necrdticas mas largas (Figura 4.4) fueron generadas por los aislados NP-7-Ara,
correspondiente a la especie Neofusicoccum parvum, aislado desde ardndano, con un promedio de
103.4 mm, seguido por el aislado NP10-Vid, correspondiente a la especie N. parvum, aislado desde
vid, con un promedio de 100.4 mm y el aislado NP-9-Nog, correspondiente a la espcie N. parvum,
aislado desde nogal, con un promedio de 93.4 mm. Por otra parte, las lesiones necroticas mas cortas
(Figura 4.5), sin contar el control de APD, fueron generadas por los aislados DS3-Mz,
correspondiente a la especie Diplodia seriata, aislado desde manzano, con un promedio de 20.5
mm, seguido por LT6-Mz, correspondiente a la especie Lasiodiplodia theobormae, aislado desde
manzano, con un promedio de 32.8 mm y el aislado DS1-Vid, correspondiente a la especie Diplodia
seriata, aislado desde vid, con un promedio de 37.5 mm. Las estacas control, inoculadas con
tapones de APD presentaron las lesiones mas cortas, con un promedio de 11.7 mm, siendo no

significativas.

En cuanto a los re-aislamientos, todos los aislados cumplieron con los postulados de Koch
basados en andlisis de caracteres culturales, demostrando caracteristicas morfologicas 100%
compatibles en el medio APD y confirmado de esta forma a los agentes causales inoculados en un

principio correspondientes a las especies especificas de Botryosphaeria (Urbez-Torres et al., 2006).
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Figura 4.4. Estacas de Syrah inoculadas con aislados NP-7-Ara, NP10-Vid y NP-9-Nog,

evidenciando necrosis interna luego de 112 dias en condiciones de invernadero a un promedio de

temperatura de 24.4 °C y 47% HR. (A) estaca de cultivar Syrah inoculado con aislado NP-7-Ara,
con lesion necrética longitudinal, (B) estaca de cultivar Syrah inoculada con aislado NP10-Vid,
con lesion necrética longitudinal, (C) estaca de cultivar Syrah inoculada con aislado NP-9-Nog,

con lesion necrdtica longitudinal.
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Figura 4.5. Estacas de Syrah inoculadas con aislados DS3-Mz, LT6-Mz y DS1-Vid, evidenciando
necrosis interna luego de 113 dias en condiciones de invernadero a un promedio de temperatura de
24.4 °C y 47% HR. (A) estaca de cultivar Syrah inoculado con aislado DS3-Mz, con lesion
necrética longitudinal, (B) estaca de cultivar Syrah inoculada con aislado LT6-Mz, con lesion
necrdtica longitudinal, (C) estaca de cultivar Syrah inoculada con aislado DS1-Vid, con lesion

necratica longitudinal.
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Cuadro 4.2. Andlisis de varianza (ANOVA) para 1/LOG (largo de lesion (mm)) por cada
tratamiento de Botryosphaeria en cultivar Syrah.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razdén-F | Valor-P
Entre grupos 0,165893 12 0,0138244 10,29 0,0000
Intra grupos 0,0698553 52 0,00134337
Total (Corr.) 0,235748 64

* Dado a que el Valor-p es menor a 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre
las medias de largo de lesion (mm), entre un nivel de tratamiento y otro, por lo que al menos uno

difiere del resto con un nivel del 95.0% de confianza.
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Figura 4.6. Largo de lesion necrética en estacas de vid cv. Syrah después de 112 dias en
condiciones de invernadero, con una temperatura promedio de 24.4 °C y 47% de HR, inoculadas
con doce especies de la familia Botryosphaeriaceae, que fueron aislados a partir de diferentes
hospederos frutales como manzano, nogal, ardndano, avellano y vid con sintomas de muerte

regresiva.
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4.1.3. Virulencia en estacas de Malbec

Todas las estacas del cultivar Malbec presentaron lesiones necrdticas visibles y estadisticamente
significativas tanto hacia arriba como hacia abajo desde el punto de inoculacion generadas por las
diferentes especies de la familia Botryosphaeriaceae aislados desde distintos hospederos frutales
(Cuadro 4.3) (Figura 4.9).

Las lesiones necrdticas mas largas (Figura 4.7) fueron generadas por los aislados NP-7-Ara,
correspondiente a la especie Neofusicoccum parvum, aislado desde ardndano, con un promedio de
196.6 mm, seguido por el aislado DM-11-Ara, correspondiente a la especie Diplodia mutila,
aislado desde arandano, con un promedio de 123.3 mm y el aislado DM-2-Mz, correspondiente a
la especie D. mutila, aislado desde manzano, con un promedio de 95.8 mm. Por otra parte, las
lesiones necréticas mas cortas (Figura 4.8), sin contar el control de APD, fueron generadas por los
aislados DS3-Mz, correspondiente a la especie Diplodia seriata, aislado desde manzano, con un
promedio de 20.8 mm, seguido por LT6-Mz, correspondiente a la especie Lasiodiplodia
theobormae, aislado desde manzano, con un promedio de 27 mm y el aislado Dmnog-4,
correspondiente a la especie Dothiorella sarmentorum, aislado desde nogal, con un promedio de
29 mm. Las estacas control, inoculadas con tapones de APD presentaron las lesiones mas cortas,

con un promedio de 8.4 mm, siendo no significativas.

En cuanto a los re-aislamientos, todos los aislados cumplieron con los postulados de Koch
basados en andlisis de caracteres culturales, demostrando caracteristicas morfologicas 100%
compatibles en el medio APD y confirmado de esta forma a los agentes causales inoculados en un

principio correspondientes a las especies especificas de Botryosphaeria (Urbez-Torres et al., 2006).
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Figura 4.7. Estacas de Malbec inoculadas con aislados NP-7-Ara, DM-11-Ara y DM-2-Mz,
evidenciando necrosis interna luego de 112 dias en condiciones de invernadero a un promedio de
temperatura de 24.4 °C y 47% HR. (A) estaca de cultivar Malbec inoculado con aislado NP-7-Ara,
con lesion necrotica longitudinal, (B) estaca de cultivar Malbec inoculada con aislado DM-11-Ara,
con lesion necrdtica longitudinal, (C) estaca de cultivar Malbec inoculada con aislado DM-2-Mz,

con lesion necrética longitudinal.
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Figura 4.8. Estacas de Malbec inoculadas con aislados DS3-Mz, LT6-Mz y Dmnog-4,

evidenciando necrosis interna luego de 112 dias en condiciones de invernadero a un promedio de
temperatura de 24.4 °C y 47% HR. (A) estaca de cultivar Malbec inoculado con aislado DS3-Mz,
con lesién necrotica longitudinal, (B) estaca de cultivar Malbec inoculada con aislado LT6-Mz,
con lesion necrotica longitudinal, (C) estaca de cultivar Malbec inoculada con aislado Dmnog-4,

con lesion necrdtica longitudinal.
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Cuadro 4.3. Andlisis de varianza (ANOVA) para (largo de lesién (mm)) por cada tratamiento de
Botryosphaeria en cultivar Malbec.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F |Valo
r-P
Entre grupos 164613, 12 |13717,7 3,96 0,00
02
Intra grupos 180317, 52 |3467,64
Total (Corr.) 344930, 64
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Figura 4.9. Largo de lesion necrética en estacas de vid cv. Malbec después de 112 dias en
condiciones de invernadero, con una temperatura promedio de 24.4 °C y 47% de HR, inoculadas
con doce especies de la familia Botryosphaeriaceae, que fueron aislados a partir de diferentes
hospederos frutales como manzano, nogal, arandano, avellano y vid con sintomas de muerte

regresiva.
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4.1.4. Virulencia en estacas de Sauvignon Blanc

Todas las estacas del cultivar Sauvignon Blanc presentaron lesiones necréticas visibles y
estadisticamente significativas tanto hacia arriba como hacia abajo desde el punto de inoculacion
generadas por las diferentes especies de la familia Botryosphaeriaceae aislados desde distintos
hospederos frutales (Cuadro 4.4) (Figura 4.12).

Las lesiones necréticas mas largas (Figura 4.10) fueron generadas por los aislados NP-10-Vid,
correspondiente a la especie Neofusicoccum parvum, aislado desde vid, con un promedio de 142.2
mm, seguido por el aislado NA32-Mz, correspondiente a la especie N. arbuti, aislado desde
manzano, con un promedio de 94.4 mm y el aislado NP-7-Ara, correspondiente a la especie N.
parvum, aislado desde ardndano, con un promedio de 84.1 mm. Por otra parte, las lesiones
necréticas mas cortas (Figura 4.11), sin contar el control de APD, fueron generadas por los aislados
LT6-Mz, correspondiente a la especie Lasiodiplodia theobormae, aislado desde manzano, con un
promedio de 27.3 mm, seguido por DS1-Vid, correspondiente a la especie Diplodia seriata, aislado
desde vid, con un promedio de 30.2 mm vy el aislado Dmnog-4, correspondiente a la especie
Dothiorella sarmentorum, aislado desde nogal, con un promedio de 34.3 mm. Las estacas control,
inoculadas con tapones de APD presentaron las lesiones mas cortas, con un promedio de 11.7 mm,

siendo no significativas.

En cuanto a los re-aislamientos, todos los aislados cumplieron con los postulados de Koch
basados en analisis de caracteres culturales, demostrando caracteristicas morfologicas 100%
compatibles en el medio APD y confirmado de esta forma a los agentes causales inoculados en un

principio correspondientes a las especies especificas de Botryosphaeria (Urbez-Torres et al., 2006).
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Figura 4.10. Estacas de Sauvignon Blanc inoculadas con aislados NP-10-Vid, NA32-Mz y NP-7-

Ara, evidenciando necrosis interna luego de 112 dias en condiciones de invernadero a un promedio
de temperatura de 24.4 °Cy 47% HR. (A) estaca de cultivar Sauvignon Blanc inoculado con aislado
NP-10-Vid, con lesion necrética longitudinal, (B) estaca de cultivar Sauvignon Blanc inoculada
con aislado NA32-Mz, con lesion necrética longitudinal, (C) estaca de cultivar Sauvignon Blanc

inoculada con aislado NP-7-Ara, con lesién necrotica longitudinal.
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Figura 4.11. Estacas de Sauvignon Blanc inoculadas con aislados LT6-Mz, DS1-Vid y Dmnog-4,

evidenciando necrosis interna luego de 112 dias en condiciones de invernadero a un promedio de
temperatura de 24.4 °C y 47% HR. (A) estaca de cultivar Sauvignon Blanc inoculado con aislado
LT6-Mz, con lesidn necrotica longitudinal, (B) estaca de cultivar Sauvignon Blanc inoculada con
aislado DS1-Vid, con lesion necrética longitudinal, (C) estaca de cultivar Sauvignon Blanc

inoculada con aislado Dmnog-4, con lesion necrotica longitudinal.
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Cuadro 4.4. Andlisis de varianza (ANOVA\) para (largo de lesién (mm)) por cada tratamiento de

Botryosphaeria en cultivar Sauvignon Blanc.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Raz6on-F |Valo
r-P
Entre grupos 74029,3 12 (6169,11 3,10 0,00
23
Intra grupos 103393, 52 (1988,34
Total (Corr.) 177423, 64
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Figura 4.12. Largo de lesidn necrotica en estacas de vid cv. Sauvignon Blanc después de 112 dias
en condiciones de invernadero, con una temperatura promedio de 24.4 °Cy 47% de HR, inoculadas
con doce especies de la familia Botryosphaeriaceae, que fueron aislados a partir de diferentes
hospederos frutales como manzano, nogal, arandano, avellano y vid con sintomas de muerte

regresiva.
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4.1.5. Virulencia en estacas de Aspirant Bouschet

Todas las estacas del cultivar Aspirant Bouschet presentaron lesiones necroticas visibles y
estadisticamente significativas tanto hacia arriba como hacia abajo desde el punto de inoculacion
generadas por las diferentes especies de la familia Botryosphaeriaceae aislados desde distintos
hospederos frutales (Cuadro 4.5) (Figura 4.15).

Las lesiones necrdticas mas largas (Figura 4.13) fueron generadas por los aislados NP-9-Nog,
correspondiente a la especie Neofusicoccum parvum, aislado desde nogal, con un promedio de
174.8 mm, seguido por el aislado DS3-Mz, correspondiente a la especie Diplodia seriata, aislado
desde manzano, con un promedio de 135 mm y el aislado LT6-Mz, correspondiente a la especie
Lasiodiplodia theobromae, aislado desde manzano, con un promedio de 75.8 mm. Por otra parte,
las lesiones necrdticas méas cortas (Figura 4.14), sin contar el control de APD, fueron generadas
por los aislados DS1-Vid, correspondiente a la especie Diplodia seriata, aislado desde vid, con un
promedio de 35.6 mm, seguido por DM-11-Ara, correspondiente a la especie Diplodia mutila,
aislado desde arandano, con un promedio de 34.5 mm y el aislado Dmnog-4, correspondiente a la
especie Dothiorella sarmentorum, aislado desde nogal, con un promedio de 36.2 mm. Las estacas
control, inoculadas con tapones de APD presentaron las lesiones mas cortas, con un promedio de

11.7 mm, siendo no significativas.

En cuanto a los re-aislamientos, todos los aislados cumplieron con los postulados de Koch
basados en analisis de caracteres culturales, demostrando caracteristicas morfologicas 100%
compatibles en el medio APD y confirmado de esta forma a los agentes causales inoculados en un

principio correspondientes a las especies especificas de Botryosphaeria (Urbez-Torres et al., 2006).
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Figura 4.13. Estacas de Aspirant Bouschet inoculadas con aislados NP-9-Nog, DS3-Mz y LT6-
Mz, evidenciando necrosis interna luego de 112 dias en condiciones de invernadero a un promedio
de temperatura de 24.4 °C y 47% HR. (A) estaca de cultivar Aspirant Bouschet inoculado con
aislado NP-9-nog, con lesion necrdtica longitudinal, (B) estaca de cultivar Aspirant Bouschet
inoculada con aislado DS3-Mz, con lesion necrotica longitudinal, (C) estaca de cultivar Aspirant

Bouschet inoculada con aislado LT6-Mz, con lesion necrdtica longitudinal.
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Figura 4.14. Estacas de Aspirant Bouschet inoculadas con aislados DS1-Vid, DM-11-Ara y
Dmnog-4, evidenciando necrosis interna luego de 112 dias en condiciones de invernadero a un
promedio de temperatura de 24.4 °C y 47% HR. (A) estaca de cultivar Aspirant Bouschet inoculado
con aislado DS1-Vid, con lesion necrotica longitudinal, (B) estaca de cultivar Aspirant Bouschet
inoculada con aislado DM-11-Ara, con lesién necrotica longitudinal, (C) estaca de cultivar

Aspirant Bouschet inoculada con aislado Dmnog-4, con lesion necrética longitudinal.
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Cuadro 4.5. Anélisis de varianza (ANOVA) para LOG (largo de lesion (mm)) por cada tratamiento

de Botryosphaeria en cultivar Aspirant Bouschet.

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F  |Valor
-P

Entre grupos 20,7319 12 |1,72766 6,86 0,000
0

Intra grupos 13,0946 52 (0,25182

Total (Corr.) 33,8265 64

* Dado a que el VValor-p es menor a 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre

las medias de largo de lesion (mm), entre un nivel de tratamiento y otro, por lo que al menos uno

difiere del resto con un nivel del 95.0% de confianza.
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Figura 4.15. Largo de lesidn necrética en estacas de vid cv. Aspirant Bouschet después de 112

dias en condiciones de invernadero, con una temperatura promedio de 24.4 °C y 47% de HR,

inoculadas con doce especies de la familia Botryosphaeriaceae, que fueron aislados a partir de

diferentes hospederos frutales como manzano, nogal, arandano, avellano y vid con sintomas de

muerte reg resiva.
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4.2 Virulencia promedio de las doce especies de la familia Botryosphaeriaceae

Se demostré que todas las especies inoculadas fueron patogénicas en las estacas de los difentes
cultivares de vid, generando lesiones necroticas en la madera bajo condiciones de invernadero
(Figura 4.16). Al mismo tiempo, se pudo evidenciar que las especies de Botryosphaeria que
estadisticamente en promedio causaron lesiones necroticas méas largas fueron los aislados NP-9-
Nog, NP10-Vid, NP-7-Ara y NA32-Mz, correspondientes a las especies Neofusicoccum parvum y
N. arbuti, aislados desde nogal, vid, ardndano y manzano respectivamente, cuales generaron
lesiones en promedio de hasta 116 mm. Por otro lado, los aislados que en promedio causaron las
lesiones necréticas mas cortas fueron LT6-Mz, Dmnog-4, Dsar-2-Nog y DM-4-Ave,
correspondientes a las espcies Lasiodiplodia theobromae, Diplodia mutila y Dothiorella

sarmentorum, aislados desde manzano, nogal y avellano respectivamente.
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Figura 4.16. Largo de lesion necrdtica promedio generado por especies de hongo de la familia
Botryosphaeriaceae que fueron aislados a partir de diferentes hospederos frutales como manzano,
nogal, ardndano, avellano y vid con sintomas de muerte regresiva. Inoculados en cinco cultivares
diferentes de vid, después de 112 dias en condiciones de invernadero, con una temperatura
promedio de 24.4 °C y 47% de HR.
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4.3 Susceptibilidad promedio de cada cultivar a los aislados de la familia Botryosphaeriaceae

Se pudo evidenciar la susceptibilidad de los diferentes cultivares de vid hacia las doce especies
de la familia Botryosphaeriaceae (Figura 4.17). Estadisticamente se ha demostrado que el cultivar
Cabernet Sauvignon fue el mas susceptible a los aislados de hongos, con lesiones necrdticas
promedio de casi 100 mm. Por otro lado, el resto de cultivares no presento diferencias significativas

en las medias de los tratamientos.
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Figura 4.17. Susceptibilidad promedio para cada cultivar de vid; Cabernet Sauvignon (CS), Syrah
(SY), Malbec (MAL), Sauvignon Blanc (SB) y Aspirant Bouschet (AB) inoculado con las doce
especies la familia Botryosphaeriaceae que fueron aislados a partir de diferentes hospederos
frutales como manzano, nogal, ardndano, avellano y vid con sintomas de muerte regresiva.
Inoculados en condiciones de invernadero después de 112 dias, con una temperatura promedio de
24.4°Cy 47% de HR.
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4.4 Re-aislamientos a partir de madera necrosada de -cultivares inoculados con
Botryosphaeria

Como se ha mencionado con anterioridad, todos los re-aislamientos cumplieron con los
postulados de Koch; basados en andlisis de caracteres culturales, demostrando caracteristicas
morfologicas 100% compatibles en el medio APD y confirmado de esta forma a los agentes
causales inoculados en un principio correspondientes a las especies especificas de Botryosphaeria
(Figura 4.18) (Urbez-Torres et al., 2006).

Figura 4.18. Colonias de re-aislados de Botryosphaeriaceae en medio APD al 2% que fueron

incubadas durante 10 dias a una temperatura de 20 °C con régimen de 12h/12h luz/ oscuridad. (A)
Lasiodiplodia theobromae (LT6-Mz), (B) Diplodia seriata (DS3-Mz), (C) Neofusicoccum arbuti
(NA32-Mz), (D) Diplodia mutila (DM2-Mz), (E) Diplodia seriata (DS1-Vid), (F) Neofusicoccum
parvum (NP10-Vid), (G) Diplodia mutila (Dmnog-4), (H) Dothiorella sarmentorum (Dsar-2-
Nog), (I) Neofusicoccum parvum (NP-9-Nog), (J) Neofusicoccum parvum (NP-7-Ara), (K)
Diplodia mutila (DM-11-Ara), (L) Diplodia mutila (DM-4-Ave), (M) tratamiento control o testigo

de Sauvignon Blanc.
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5. DISCUCION.

Numerosos y diversos estudios, tanto nacionales como internacionales, han descrito y reportado
a especies de la familia Botryosphaeriaceae generando enfermedades como cancros, sindrome de
declinamiento y muerte regresiva de brazos y plantas en una amplia gama de especies vegetales de
importancia econdémica alrededor del mundo, tales como; diferentes arboles y plantas frutales (van
Niekerk et al., 2004; Moral et al., 2010; Valencia et al., 2019), especies urbanas (Pelleteret et al.,
2017), especies de produccion forestal (Suarez, 2016), plantas ornamentales (Zlatkovic¢ et al., 2016)
e incluso arboles nativos (Zapata y Schafer, 2019). Asi, en Sud Africa, Espafia y California se
evidenciaron sintomas de cancros y muerte regresiva asociados a Botryosphaeria en plantaciones
de olivos (Moral et al., 2010; van Dyk et al., 2021). En Uruguay, se reportd muerte regresiva por
especies de la familia Botryospaheriaceae en pomaceas (Sessa et al., 2016). Zlatkovi¢ et al. (2016)
en los Balcanes Occidentales y Mojeremane et al. (2020) en Sud Africa, reportaron muerte
regresiva y cancros por Botryosphaeria en arboles ornamentales. En Italia, Gusella et al. (2021)
reportaron cancros y muerte regresiva asociada a Botryosphaeria en nogales y en la planta
ornamental Brachychiton populneus o arbol botella. Santiago et al. (2015), en México,
identificaron molecularmente a complejos de Botryosphaeria sp. asociado a cancros y secamiento

de yemas en Eucalyptus sp.

En el caso de Chile, Suarez (2016) reporto Botryosphaeria asociada a muerte de ramillas en
Eucalyptus globulus, en las regiones del Biobio y la Araucania. También se han reportado especies
de Botryosphaeria causando enfermedades en vides, manzanos y kiwis (Diaz et al., 2013; Diaz y
Latorre, 2020; Diaz et al., 2021), en paltos (Valencia et al., 2019), nogales (Luna et al., 2022),
arandanos (Latorre et al., 2013) y avellanos (Pavez, 2021). Reconocer que las especies de hongos
de la familia Botryospaheriaceae puedan infectar a una variedad tan alta de diferentes plantas y
arboles de importancia comercial, tanto en Chile como en el resto del mundo, deja en absoluta
claridad el porqué del gran nimero de investigaciones que se llevan a cabo para ampliar el

conocimiento con respecto a esta gran problematica.
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En cuanto al presente estudio, las especies de hongos de la familia Botryosphaeriaceae;
Lasiodiplodia theobromae (LT6-Mz), Diplodia seriata (DS3-Mz, DS1-Vid), D. mutila (DM2-Mz,
DM-4-Ave, DM-11-Ara, Dmnog-4), Neofusicoccum arbuti (NA32-Mz), N. parvum (NP10-Vid,
NP-9-Nog, NP-7-Ara) y Dothiorella sarmentorum (Dsar-2-Nog), aislados desde diferentes
hospederos frutales (manzano, vid, avellano, arandano y nogal) asociados a muerte regresiva,
fueron patogénicos y por tanto, generaron diferentes grados de lesiones necréticas (tanto hacia
arriba como hacia abajo a partir del punto de inoculacién) estadisticamente significativas en las
estacas de los cinco cultivares de vid; Cabernet Sauvignon (CS), Syrah (SY), Malbec (MAL),
Sauvignon Blanc (SB) y Aspirant Bouschet (AB) en condiciones de invernadero (112 dias), con
una temperatura promedio de 24.4 °C y 47% de humedad relativa. Segin lo expresado
anteriormente, podemos reportar de manera efectiva que los hospederos de origen de los diferentes
aislados de hongos de la familia Botryosphaeriaceae no significan una limitante al momento de
comportarse como agentes patdgenos e infectar y causar lesiones necréticas en estacas de diferentes

cultivares de vid en condiciones de invernadero.

Estudios realizados por Mojeramane et al. (2020) en Sudafrica demostraron que aislados del
género Neofusicoccum, especificamente las especies; Neofusicoccum australe y N.
stellenboschiana que fueron aislados desde diferentes hospederos (vid, higuera, ciruelo, olivos,
manzano y pimiento peruano), fueron patogénicos en vides bajo ensayos realizados a nivel de
laboratorio muy similares a las ejecutadas en este estudio. Asi mismo, estudios realizados por
Cloete et al. (2011), reportaron resultados similares, en donde ensayos dispuestos bajo condiciones
de laboratorio como las anteriormente expuestas, evidenciaron que especies de la familia
Botryosphaeriaceae como N. vitifusiforme, N. australe, Diplodia sp. y D. seriata que fueron
aisladas a partir de manzanos y perales con sintomas de muerte regresiva, resultaron ser
patogénicos en estacas de vides. La misma situacién ocurrio en trabajos realizados en Nueva
Zelanda, en donde se inocularon brotes verdes de vid con especies de la familia Botryosphaeriaceae
como Nefusicoccum luteum, N. parvum, N. australe, Diplodia mutila y D. seriata que fueron
aislados desde distintos hospederos, tales como; arandano, enebro, sauce, cerezo, roble, limonero,
pino, olivo, manzano, ciruelo y vid. Las pruebas de patogenicidad de este estudio demostraron que
todos los aislados de hongos a excepcion de D. seriata, causaron lesiones necroticas en los brotes

sin importar el hospedero de origen (Amponsah et al., 2011).
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En relacién a la virulencia generadas por las especies de la familia Botryosphaeriaceae
evaluadas en este estudio, se pudo evidenciar que los aislados que produjeron las heridas mas largas
correspondieron a especies del género Neofusicoccum, especificamente los aislados NP10-Vid,
NP-9-Nog, NP-7-Ara y NA32-Mz, sin importar su hospedero de origen (vid, nogal, arandano y
manzano respectivamente), cuales en promedio generaron lesiones de 116 mm, llegando a producir
lesiones de hasta 253 mm en cv. Cabernet Sauvignon. En concordancia con estos resultados,
diversos estudios han descrito que especies del genero Neofusicoccum han sido las més virulentas,
como van Niekerk et al. (2004), Urbez-Torres & Gubler. (2009), Urbez-Torres et al. (2009), Cloete
et al. (2011) y Amponsah et al. (2011), que reportaron a las especies N. luteum, N. australe y N.
parvum como las mas virulentas en ensayos de inoculacion de brotes verdes y estacas en
condiciones de laboratorio o invernadero y en ensayos a nivel de campo. Segun Martos et al.
(2008), la alta virulencia de este género podria deberse a la gran cantidad de metabolitos fitotoxicos
que produce en comparacién con especies de otros géneros como D. seriata que ha sido reportada
en diferentes lugares del mundo como poco agresiva, produciendo las lesiones més cortas (Taylor
etal., 2005; Urbez-Torres et al., 2006; Ramirez et al., 2018). En el caso de este estudio, los aislados
de D. seriata (DS3-Mz, DS1-Vid) generaron lesiones medias, con un promedio de 53 mm,
produciendo lesiones mas largas en cv. Aspirant Bouschet, llegando a los 134 mm y lesiones cortas
en Syrah y Malbec, llegando a 20 mm. Por otro lado, los aislados menos virulentos o que
produjeron las lesiones mas cortas, fueron Diplodia mutila aislado desde nogal (Dmnog-4),
Lasiodiplodia theobromae (LT6-Mz) y Dothiorella sarmentorum (Dsar-2-Nog), con promedios de
lesion de 38.4 mm, 41.2 mm y 44.3 mm respectivamente. Si bien, en diversos estudios se ha
reportado a L. theobromae como una especie de alta virulencia en ensayos realizados sobre brotes
0 estacas en la planta a nivel de campo (Carlucci et al., 2015; van Niekerk et al., 2004; Urbez-
Torres & Gubler, 2009; Pitt et al., 2013), por otro lado, se ha evidenciado que en ensayos in vitro
se ha comportado como una de las especies menos virulentas (van Nieker et al., 2004). Esto podria
deberse a las diferencias en condiciones medio ambientales que afectan el desarrollo de la
enfermedad, pues segun Dissanayake et al. (2016), esta especie corresponde a un clima subtropical

a tropical.
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En cuanto a la susceptibilidad de los cinco cultivares de vid evaluados; Cabernet Sauvignon,
Syrah, Malbec, Sauvignon Blanc y Aspirant Bouschet, segun la prueba de multiples rangos de
Tukey (95% confianza), el cultivar mas susceptible resulto se Cabernet Sauvignon, con un
promedio de largo de lesidén de 97 mm, mientras que el resto de cultivares no presento diferencias
significativas en las medias de los tratamientos. Estudios realizados en Nueva Zelanda por
Amponsah et al. (2011) en donde se evalud la virulencia de distintos aislados de la familia
Botryosphaeriaceae en cinco diferentes cultivares de vid; Cabernet Sauvignon, Pinot Noir,
Sauvignon Blanc, Riesling y Chardonnay, en donde como resultado, no hubo diferencias
significativas en las medias de los tratamientos, por lo que todos los cultivares resultaron igual de
susceptibles a los agentes fitopatdgenos, especificamente a Nefusicoccum luteum, N. parvum, N.
australe y Diplodia mutila. Por otro lado, segun estudios realizados por Ramirez et al. (2018), en
Chile, en donde se evaluo la virulencia de Diplodia mutila y D. seriata en diferentes cultivares de
vid; Cabernet Franc, Sauvignon Blanc, Syrah, Merlot y Malbec, en primera instancia, se reportd
que D. mutila fue significativamente més virulento en todos los cultivares en comparacion con D.
seriata, ademas los cultivares mas susceptibles fueron Cabernet Franc y Syrah, mientras que los
menos susceptibles fueron Malbec y Merlot. En contraste con lo anterior, trabajos realizados en
Nueva Zelanda por Billones-Baaijens et al. (2014), quienes evaluaron la virulencia de
Nefusicoccum luteum, N. parvum, N. australe (Botryosphaeria mas comunes en este pais) sobre los
portainjertos y cultivares comerciales mas utilizados en el pais, en donde se reporté que los seis
portainjertos y los seis cultivares evaluados fueron susceptibles a los aislados de hongos; los
portainjertos 5C y SO4 fueron los que tuvieron las lesiones mas largas y a diferencia de los estudios
antes mencionados, Merlot y Pinot Noir fueron los cultivares con las lesiones mas largas. Un factor
fundamental que podria explicar las diferencias en susceptibilidad de los distintos cultivares o
portainjertos de vid, es la variabilidad en didmetro o grosor de los haces vasculares de cada uno,
asi se reportd por estudios de Pouzoulet et al. (2014), que realizaron comparaciones de
susceptibilidad basadas en este concepto sobre cultivares de Malbec, Merlot, Cabernet Sauvignon
y Thompson Seedless a enfermedades de la madera asociadas a Esca y Botryosphaeria, obteniendo
como resultados que la menor susceptibilidad de ciertos cultivares como Malbec o Merlot, estaria
relacionado al menor diametro de sus haces vasculares, en comparacion con Thompson Seedless,
que presento lesiones mas largas, teniendo haces vasculares de mayor diametro. Otro factor

relevante que viene de la mano con el anterior, es el hecho de que las dimensiones de los haces
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vasculares xilematicos son capaces de cambiar su forma en funcion de la disponibilidad de agua,
por lo que las diferencias en el régimen hidrico que generan cambios a niveles vasculares podria

ser una explicacion de la variabilidad sintomatica en vid (Pouzoulet et al., 2014).

Este estudio aporta como uno mas reportando a especies de la familia Botryosphaeriaceae
aislados a partir de diferentes hospederos (manzano, nogal, arandano, avellano) siendo patogénicas
y virulentas en vides, por lo tanto se ratifica ain mas la importancia del conocimiento de las
caracteristicas epidemioldgicas de las especies de esta familia, aun mas sabiendo que en Chile y en
otras partes del mundo como Sud Africa, Espafia o California se suelen cultivar especies
potencialmente susceptibles en é&reas cercanas, pudiendo actuar como fuentes de inoculo (Diaz y
Latorre, 2020). Al mismo tiempo, como bien sabemos, hasta la fecha no existen productos curativos
para estas enfermedades, solo preventivos, por lo que sera de vital importancia llevar a cabo planes
de manejo integrado, enfocandose en primera instancia en précticas culturales, como el éptimo
manejo de las posibles fuentes de inoculo, ya sean frutos podridos, malezas que podrian actuar
como hospederos y principalmente restos de poda, retirandolos inmediatamente para quemarlos, o
bien, picar todo para integrarlo posteriormente como enmienda orgéanica al suelo. Ademas, las
aplicaciones de pasta podan inmediatamente después de realizar estas labores seran esenciales, ya
sean de origen quimico (tebuconazole, mancozeb, fluazinam) o bioldgico (trichodermas, bacillus)
nos ayudaran a prevenir la infeccién de las plantas, pues varios estudios han validado la eficacia
de estos productos en orden de prevenir estas enfermedades (Sosnowski et al., 2019; Silva-
Valderrama et al., 2020).

Considerando los diversos estudios descritos y analizados, sumados a la actual investigacion,
evidenciamos la importancia de las especies de Botryosphaeriaceae causantes de enfermedades de
la madera y se torna fundamental ampliar el conocimiento con respecto a esta familia, con el fin de
desarrollar limitantes que logren mermar los dafios producidos, ya sea mediante el desarrollo de
nuevos productos quimicos o bioldgicos de caracteres preventivos y curativos, o bien, la obtencion

de nuevos cultivares con menor susceptibilidad a estos hongos.
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6. CONCLUSION
De acuerdo a los resultados obtenidos a partir de este estudio podemos concluir que:
1. Se acepta la hipotesis planteada, dado que todas las especies de la familia Botryosphaeriaceae
evaluadas que fueron aisladas desde diferentes hospederos frutales, fueron patogénicas y virulentas
en estacas de vid, siendo Neofusicoccum los aislados mas virulentos, causando las lesiones mas

largas, sin importar su origen.

2. Cabernet Sauvignon resulto ser el cultivar de mayor susceptibilidad hacia los aislados

inoculados de la familia Botryosphaeriaceae.
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