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RESUMEN

Debido a que Botrytis cinerea causa importan-
tes pérdidas en pre v postcosecha en chirimovas, se reali-
26 un seguimiento de un huerto en produccion en la loca-
lidad de La Palma, Quillota, para determinar su inciden-
cia, correlacionandola con la temperatura, humedad rela-
tiva y precipitacion. Para determinar la presencia de este
hongo, se realizé un muestreo de hojas, frutos v flores
tardias entre abril v octubre de 1997. [stas muestras  se
colocaron en camaras hiimedas por 10 dias, bajo condi-
ciones de luz v temperatura favorables alaesporulacion.

Enoctubre y noviembre de 1997, se determiné
su presencia en semillas yen 66 fiutos (embaladosy
mantenidos a temperatura ambiente por 12 dias) v en
Jebrero de 1988 su presenciaen flores. Todas las cepas
obtenidas se sembraron en APD a 22°C por 10 dias.

La incidencia de cepas de Botrytis comenzo en
el periodo de precipitaciones v file en aumento después
de los meses mas luviosos. La primera determinacién en
hojas, con o sin sintomas, se inicio en mayo v logré un
maximo en octubre. Ikn junio comenzo su deteccion en
Jirutos logrando su mdaxino en septiembre, no evidencian-
dose sintomas de pudricion en éstos. No se detecto Botrytis
en flores, flores tardias ni en semillas. La incidencia de
Botrytis en fiutos en postcosecha alcanzdé un 10,6%.

De 9 aislamientos de Botrytis efectuados se determiné
solo la presencia de B. cinerea.

INTRODUCCION

Botrytis cinerea. agente causal de pudricion gris
cn chirimoyas (Annona cherimolia Mill.), es uno de los
géneros quc causa mayores pérdidas en almacenaje y en la

SUMMARY

Since Botrytis cinerea causes important loses in
pre and post- harvest period of custard apples-tree, a
prospectwas done in a custard apple-tree orchard in the
localitv of La Palma, Quillota, to determine the presence
of this fungus. Samples of leaves, fiuits and off season

Slowers were taken between april and october of 1997.

These sampleswere deposited in a humid chamber, under
light and temperature conditions favorable for sporu-
lation. In october and november of 1997, the presence on
seeds and 66 fruits (packed and maintained at room
temperature for 12 days) and its presence in flowers on

Jebruary 1998 was also determined.

The incidence of Botrytis began when the rainy
period starts and increases its presence afier this period

Sinishes. The first determinations of B. cinerea in leaves

with orwithout svmptoms began in may, with a maximum
of detection in october: In june began the detections on

Sruits with a maxinumn in september.  No evidence of

decay was detected in the fruit collected in this period.
Botrytiswas not detected in flowers, off season flowers or
seeds. The incidence of Botrytis in post-harvest [ruits
achieved a 10,6%. Of nine isolates analvzed only the

presence of B. cinereawas determined.

ctapa de comercializacion. Esta [ruta es altamente perecible
v no sc ha desarrollado hasta ¢l momento un sistema de
conscrvacion por largos periodos, por lo que se exporta
via acrea, salvo a Argentina (INTEC-CHILE, 1985).
Muchos estudios se han realizado en
cpidemiologia de Botrytis, pero en la familia Annonaceae
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nada se ha investigado. Dcbido a la importancia de la
pudricién gris en la perccibilidad de las chirimoyas, tanto
en postcosccha como en precosccha. resulta necesario
conocer su comportamicnto cn los distintos estadios
fenologicos respecto a las condiciones ambicntales, a modo
de cstudio preliminar, para investigaciones mas especifi-
cas en csla maltcria.

Dc acucrdo con trabajos realizados cn otros fru-
tos, se cstablecio que la temperatura jucga un rol impor-
tante para cl desarrollo de la pudricion gris. Las bajas tem-
peraturas provocan estrés por congelamiento. aumentan-
do la susceptibilidad dc la planta; y las altas tcmpceraturas
llevan a una ruptura de la resistencia normal de los (cji-
dos del hospedero (Jarvis. 1992).

Otro factor implicado cn cl desarrollo dc Botrytis
es la humedad. La infeccién pucde ocurrir a bajas tempe-
raturas si las plantas pcrmanccen mojadas largo tiempo
(Rics. 1995).

En cuanto a las fucntes de indculo, Braun &
Sutton (1987). observaron que ¢l 99% del indculo de B.
cinerea cn frutillas. fuc producido a partir de micclio en la
lamina y peciolos dc hojas mucrtas y muy poco dc coronas
y [rutos momificados.

De acucrdo con los antecedentes antes expucs-
tos, este cstudio tuvo como objctivo determinar la inci-
dencia de Botrytis cn los distintos érganos del chirimoyo
y correlacionarla con temperatura. humedad relativa, v pre-
cipitacion. '

MATERIALES Y METODOS

El trabajo sc realizo en un hucrto de chirimoyo
pertenccicnte a la Estacion Experimental La Palma, Fa-
cultad de Agronomia, Universidad Catélica de Valparaiso,
ubicado cn la localidad de La Palma. Quillota, V Region.
Las varicdades muestreacas corresponden a Bronceada y
Concha lisa. Las mugstras sc analizaron cn ¢l Laboratorio
dc Fitopatologia dc la Facultad de Agronomia de la Uni-
versidad Catdlica de ' Valparaiso.

Ensayo de evaluacion epidemiologica.

Los mucstreos fucron cfectuados cntre los me-
ses de abril a octubre de 1997, debido a que en octubre los
arboles renucvan su [ollaje. La metodologia emplcada fue
la siguicnte: se scleccionaron alcatoriamente dos hileras
del huerto, muestreando un total de 23 drboles al azar, a los
que sc les sacd dos hojas en lo posible con sintomas, de lo
contrario se tomo cualquicr hoja al azar. De cinco diferen-
tes drboles se extrajo un fruto. y si habia {lorcs sc lomaron
20 por mucstrco. Esto se hizo dos veces por scmana,
recogicndosc un total semanal de 100 hojas. 10 frutos y 40
flores.
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Las muestras colectadas entre abril y octubre se
colocaron por espacio minimo de 10 dias en cdmaras hu-
medas, mediante ¢l empleo de contenedores de plastico
transparcnte de 15x10 cm. desinfectadas con alcohol. ro-
tuladas con la fecha de recoleccion y un niimero correlati-
vo para cada muestra. Cada una contenia toalla Nova esté-
ril humedccida con agua destilada estéril (ADE) donde se
colocaron ya sca una a dos hojas, uno a dos [rutos, o scis
flores, procurando que cstas estructuras no se toparan
excesivamente. Para favorecer la esporulacion, se mantu-
vicron en una sala calcfaccionada (20-22°C) y con luz arti-
ficial por las noches. Finalmente se revisé cada cimara
con la ayuda de una lupa estercoscopica y microscopio
oplico si cra necesario.

En algunos casos las mucstras que presentaban
micclioy conidios del géncro Botrytis. fucron repicadas y
purificadas cn medio agar papa dextrosa acidulado (APDA),
a un pH 5.5 . El hongo aislado fue guardado cn tubos de
ensavo con ADE vy reflrigerados a 5°C para su posterior
identificacion.

La determinacion de la incidencia de Botrytis se
rcalizo mediante la observacion de micclio v esporas cn
camaras hiimedas, y aislamiento en medio de cultivo APDA.
Se calculo la incidencia de Botrytis en hojas y {rutos de
de chirimoyo dc acuerdo a las siguientes formulas:

Incidencia de Botrytis en hojas

=N°dc arbolcs con presencia de Botrytis en hojas
N total de arboles muestreados

Incidencia de Botrytis en frutos

= N°de frutos con prescncia de Botrytis
N° total de frutos muestreados

Evaluacion de incidencia de Botrytis en semillas.

El ensayo sc realizd en octubre para determinar
en forma aproximada la presencia de Botrytis en las scmi-
llas. Se colectaron, al azar, scis frutos por semana, durante
tres scmanas consecutivas. Despucs de recolectadas las
scmillas, sc lavaron cn hipoclorito de sodio al 1% por 15
scgundos. se¢ enjuagaron y secaron bajo campana de {lujo
laminar. sc cortaron cn mitades y se sembraron en medio
APDA, incubandose por 10 diasa 22°C.

Evaluacion del daiio de frutos en postcosecha.

Se hizo un seguimicnto a 66 frutos maduros, apa-
rentemente sanos. Estos fucron cosechados el dia 19 y
embalados ¢l 22 de noviembre de 1997, posteriormente fue-
ron cvaluados cl 2 de dicicmbre. Para simular las condicio-
nes a las que se somele la fruta en la postcosccha sc reali-
zo ¢l procedimicnto de embalaje y almacenamicnto de acuer-
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do con las exigencias para la exportacion. Los frutos se
limpiaron con una brocha, sumergié¢ndosc por 22 scgun-
dos cn Deterfrut neutro. diluido cn agua (1:3000) y scca-
dos con toalla nova estéril. Sc puso cada fruto en un
soqucte slivit vy sc colocaron cn cajas de cartén de 4-4.5 kg,
perforadas para su ventilacion. Estas sc mantuvicron a tem-
peratura ambicnte por 12 dias y sc cevaluaron midicndo cl
porcentaje de fruta con pudricion gris.

Evaluacion de incidencia de Botrytis en floves.

El estudio se realizé durante febrero de 1998, para
determinar. durante ¢l periodo de plena floracion, la pre-
sencia o ausencia dc Botrytis cn flores. Sc colectaron, al
azar 50 [lorcs por mucstreo. dos veees por scmana, anali-
zandosc un total de 400 flores. Estas sc cortaron por la
mitad. sc lavaron cn hipoclorito de sodio al 1% por cspa-
ciode I35 scgundos y luego sc enjuagaron cn agua destila-
da cstéril. Sc sccaron y sembraron cn APDA y sc mantu-
vicron cn estufa a 22°C por 10 dias. evaludndose la presen-
cia de Botrytis lucgo de cstc periodo.

Identificacion de cepas de Botrytis obtenidas.

Para identificar las ccpas de Botrytis sc uso las
claves descritas por Ellis (1971) v Domsch et al.,(1980).
Sc midio al microscopio 6plico cl largo v ancho dc los
conidios y conididforos de 9 aislamicntos (de un total de
15). oblenidos entre abril y oclubre de 1997. Las medicio-
nes fucron clectuadas a partir de cultivos cn agar
avena(Oatmeal agar) a 22° C..incubados durante 2 sema-
nas. En cada una de éstas se midié un total de 50 conidios
v 10 conidiéforos.

RESULTADOS Y DISCUSION

a) Incidencia de Botrytis cinerea en huerto de chirimoyo.

Dc acuerdo con los resultados obtenidos a partir
de las mucstras de hojas. frutos v [lores tardias colocadas
en camaras himmedas. se aprecia que en chirimoyos. Botrytis
fuc detectado inicialmente cn hojas v un mes mds tarde en
frutos (Figura 1). En ninguno de los mucstreos dc lores
fuera de época. rcalizados durante ¢l otorio de 1997 sc ob-
scrvo presencia de este hongo.pero fuc detectado tanto
en hojas asintomdlticas y sintomalticas (Figura 2c), micn-
tras quc todos los [rutos colectados sc cncontraban sin
sintomas. Solo al final del cultivo fuc posible apreciar fru-
tos con moho grisicco (Figura 2d). Las hojas con sintomas
sc caraclerizaron por la presencia de un atizonamicnto de
color café claro. cl que sc formaba a partir del margen de
¢stas. invaginiandose hacia cl centro de la [imina, detec-
tdndosc. bajo condiciones de alta humedad. halos concén-
tricos y la presencia del moho pardo - grisicco (Figura 2c).

En ninguna de las mucstras colectadas cn ¢l mes

dc abril sc desarrolld Botrytis cn camara hiimeda. La inci-
dencia dc Botrytis en hojas comenzd 10 dias antes de la
primcra lluvia en mayo, con una baja incidencia (3%) (Figu-
ra 1). Al obscrvar los datos de humedad y tcmperatura
minima, s¢ deduce que debid haber condensacion sobre
los tcjidos foliares, pues la humedad relativa sc mantuvo
muy ccrcana al 100% y las tcmperaturas minimas fluctua-
ronentre los 3°y 11°C, con una media de 7°C. Esta conden-
sacion probablemente formé una pelicula de agua necesa-
ria para la germinacion del hongo ( Kosuge & Hewitt, 1964).
En cl ultimo tercio del mes aparecen las Hluvias y la inciden-
cia baja a ccro hasta cl final de la primera scmana de junio.
Esta baja podria dcberse a que despucs de lluvias inten-
sas y duraderas, disminuye la cantidad de conidios atmos-
[¢ricos (Corlesi, ef al.,1991). Efcctivamente, hubo lluvias
intensas, con precipitaciones de 20,5 mm el dia 18 de
mayo, 41 mmel 29, v 60 mmal dia siguicnte. Esto proba-
blemente favorece una baja cantidad de inéculo aéreo, por
tratarse de urni ciclo infeccioso incipiente.

Durante junio (Figura 1), la incidencia de Botrytis
s¢ manticne alrededor del 3%, constante cn todos los
muestreos. Las condiciones ambicntales fucron: humedad
relativa de 80% a 100%, temperaturas maximas cercanas a
17°C. tempceraturas minimas medias de 6°C y precipitacio-
nes {recucnltes pero menos intensas que el mes anterior (la
mdxima precipitacion enun dia fuc de 26,5 mm). Las preci-
pitaciones son bastante favorables a la infeccidn, a pesar
de las bajas temperaturas medias diarias. Segin Ries (1993),
la infeccidn puede ocurrir a bajas temperaturas cuando las
plantas permanceen mojadas por largos periodos de ticm-
po. Nelson(1951), sciiala que en uva de mesa son nccesa-
rias 72-8+4 horas dc agua libre, a 3°C para quc sc produzca la
infeccion, ademas se favorece la dispersion de B. cinerea.
Cortesi er al. (1991). atribuyen a la lHluvia el principal factor
de dispersion de conidios dependicndo de su frecuencia e
intensidad. Duran(c cste mes sc obscrva por primcera vez
presencia de Botrytis en (cjidos de frutos con una inciden-
cia de un 3% (Figura 1),

Entre fines de junio e inicios dc julio (Figura 1),
hubo heladas por tres dias consecutivos. lo que aumenta
la susceptibilidad al atacue del patdgeno. por la ruptura de
célulasy dano de los tejidos (Jarvis, 1992). Esto, sumado a
que Botrytis ¢s un patogeno que causa cnfermedades
multiciclicas. explicaria la incidencia del 21%cen el follaje
durante julio ¥ la constante presencia del hongo en todos
los muestreos analizados. Las (emperaturas después de
las heladas se mantuvicron similarcs a las del mes anterior.
La humedad relativa aumentd a un rango de 90%a 100%y
solo hubo precipitaciones durante tres dias cn el mes.

Probablemente la cantidad de inoéculo aéreo aumento por
las reinfecciones. La incidencia promedio de Botrytis cn
tcjidos de [rutos fuc de un 8% durante julio.
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Figura 1.- Presencia de B. cinerea en chirimoyos en tejidos de hojas y frutos.
1 Quillota, Abril a Octubre de 1997.

En agoslo. lastcmperaturas miximas medias as-
cendieron a 22°C, las temperaturas medias aumentaron a
14°C y se observo dos heladas durante la primera scmana,
La humedad relativa se mantuvo similar a la del mes ante-
rior y las precipitaciones se concentraron cn la mitad del
mes. Sc produjo una explosion en la incidencia de Botrytis.
probablemente por ¢l aumento del indculo debido a las
rein-fecciones y a los dafios provocados por las heladas,
ademds de las temperaturas mdximas promedio dc este mes.
que favorecen el crecimiento del micelio. Al parecer, latem-
peratura optima para el crecimicnto micelial es de 22°C.
(Jarvis, (1977a. citado por Jarvis .1992).micntras que para
la esporulacion. fluctuaria entre 15y 22°C (Sosa-Alvarez
et al..1995) y para la germinacion seria de 20°C (Jarvis
,1992). La incidencia de Botrytis cn chirimoyos. evaluada
en los tejidos de las hojas. aumenta a un 36%. v cn los
frutos aun 12% (Figura 1).

En scpticmbre sc manticnen las condiciones am-
bientales del mes anterior. la temperatura media legd a 13°C
y aumentaron levemente las temperaturas minimas a 7,5°C,
con auscncia de heladas. La incidencia de Botrytis cn ho-
jasaumenta un 13% con respecto al mes de agosto. alcan-
zando cl 49% dc los arboles (Figura 1). En [rutos la inciden-
cia se duplica llegando al 30% dc los drboles mucstreados.

Por altimo cn octubre las condicioncs ambicnta-
les sc manticnen similarcs a las del mes anterior, pero con
un alza en las temperaturas maximas medias llegando a los
23°Cy una leve diminucion en la humedad relativa. La inci-
dencia de Botrytis cn drboles alcanza cl 69%. la mayor del
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periodo cstudiado (Figura 1), céio probablcmente se expli-
ca pbr las reinfecciones ocurridas. sumiandose a las favo-
rables condiciones ambicntales para ¢l desarrollo del hon-
go analizadas anteriormente. En frutos la incidencia dismi-
nuye a un 24% lo que es dificil de explicar. pues coincide
con su clapa de mayor susceptibilidad al ataque del paté-
geno. Probablemente se deba al inicio de las labores de
cosccha. cn que sc colectan los frutos mds maduros, o
quizas a la mayor ventilacion dentro dc los drboles debido
al inicio del periodo de renovacion del follaje. Esto con-
cucrda con Thomas & Marois (1986). quicnes seilalan que
no sc desarrolla micclio externo en las bayas de vid ex-
pucstas al vicnto. Morales (1992). recomicenda la ventila-
cion cn parroncs de vides por medio de deshojes. para
disminuir las micosis. producicndo un rdpido desecamicn-
to de las superficics de las plantas. ' ‘

En las semillas de los friitos colectados cn el mes .
de octubre, no se desarrollo Botrytis, por lo que podria
pensarse que el hongo no permanece latente o no invade
las scmillas. :

En Ias flores colectadas en fcbrero ni en flores
lardias. crecio Botrytis v tampoco sc desarrolld a partir de
restos [lorales presentes en frutos pequenos durante el
mes de abril. por lo que también podria descartarse como
fucnte de inoculo para los frutos. Esto probablemente se
decba a las condiciones ambicntales desfavorables al desa-
rrollo de Botrytis, caracteristicas de la zona de Quillota
durante encro y febrero, donde la humedad relativa es alta
pero las temperaturas minimas son demasiado altas como
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Figura. 2. Botrytis cinerea: a) Conidiéforo y jévenes vesiculas iniciando la formacién de conidios. b) Conidiéforos
y conidios maduros. ¢) Hoja con signos de pudricién gris en el drbol. d) Fruto con pudricién en el drbol.
Barra=20um.
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para permitir la condensacion. Enausencia de una pelicula
de agua libre. las esporas no germinan ni penctran. va que
scglin Kosuge & Hewitt (1964). ¢l agua cstimula la
clongaciéon del (ubo germinativo v la formacion del
apresorio. Por otro lado las temperaturas mdaximas cstuvic-
ron alrededor de 28°C. muy cerca de los 30°C. (cmperatura
cn la que no crece el micelio del hongo (Thomas ef al..
1988). Estas altas tcmperaturas también afectan negativa-
mente la esporulacion. pucs Sosa-Alvarcz er al. .(1993) v
Ellis (1997). encontraron que la csporulacion de Botrytis
cinerea cs muy pobre a 25°C. sin embargo. cs importante
considerar que no hubo desarrollo de Botrytis cn flores
tardias. cs decir. cuando las temperaturas disminuyeron y
aumentd la humedad relativa (abril v mayo). ni tampoco
colonizando restos lorales (abril).

b) Evaluacion de frutos en posteosecha.

La pudricion causada por . cinerea en los frutos
almaccnados a temperatura ambiente alcanzo a un 10.6%.
sicndo bajo las condiciones de almacenaje dadas. mads im-
portante la pudricion causada por Rhizopus quc alcanzd al
53% de los frutos. De acuerdo a resultados obtenidos en
ensayos previos. ¢sta no cs clevada. posiblemente  debi-
do al periodo de scquia de los altimos cualro afos. Duran-
te la sequia. la incidencia de B. cinerea cn el huerto de
chirimoyos probablemente fuc baja. debido a que las ho-
jas infectadas que  cacn al suclo v guardan ¢l micelio
invernante. fucron menores cn cantidad que en un ano de
precipitaciones normales. disminuyendo asi el indculo (
Braun & Sutton. 1987). v por lo tanto la severidad de esta
enlermedad cn postcosccha. Sin cimbargo. sc debe consi-
derar que igualmente el nivel de infeccion alcanzado cn
frutos cn esta clapa. limita la exportacion de éstos por la
via maritima.

¢) ldentificacion de cepas obtenidas.

La especic presente en chirimoyos. s¢ identilico
como 3. cinerea Pers.. por la caracterizacion de sus estruc-
turas reproductivas desde el punto de vista macro v mi-
croscopico. Las colonias de B. cinerea cultivadas cn me-
dio APDA. presentaron un micelio blanguecino que luego
sc tornaba pardo - grisdcco. Sc observo al microscopio
optico que cl micelio  posce seplos v licne crecimicnto
ramilicado. Los conidioforos de las 9 cepas analizadas pro-
ducto de los muestreos fucron medidos al microscopio
optico cncontrandose un promedio de 1.603pm de largo v
9.52 pum de ancho. Las medidas promedio de cada cepa se
cncucntrancn la Tabla 1. Los conididloros sc presentan cn
forma derecha o flexuosa. lisos. de color caflé. ramificados
dico o tricotomicamente. con ramas generalmente restrin-
gidas a las regiones apicales. que en sus extremos tienden
a dilatarse formando una ampulla conidiogena palida (Fi-
guras 2a v 2b). Conidios lisos. cal¢ pailidos. obovoides
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(Figura 2b). con un Ailum protubcrante. 10.7 x 6.7 pm
promedio . con una proporcion largo/ancho promedio de
1.1 (Tabla 1). Los esclerocios son de color negro v de
forma v tamano irrcgulares.  de 1 a 3 mm de didametro.
creciendo en forma individual o en conglomerados.

Tabla 1
Medicion de cepas obtenidas en los muestreos, proce-
deates de tejidos de hojas de chirimoyos.

Cepa  CONIDIOFOROS CONIDIAS
Botrytis
Ancho Largo Ancho Largo Razon
medio  medio medio  medio
(Lum) (L) (L) (Lum)
S17 9.3 1340 6.7 10.0 1.50
321 78 1974 6.9 10.7 1.57
339 8.7 1878 6.7 10.9 1.63
30 9.8 2271 6.5 11.0 1.71
S 8.5 1675 7.1 115 1.63
M2 9.0 1098 6.3 10.0 1:59
M3 9.8 1522 74 4 1.54
SH oL 1504 6.2 112 1.81
Mo 1.6 1180 6.2 0.6 1.55
Proniedio 9:32 1605 6.7 10.7 1.61
CONCLUSIONES

Se determind que la incidencia de Bofrytis en
chirimoyos durante la temporada dc crecimicnto 1997,
comenzd cn ¢l periodo de precipitaciones v fue cn au-
mento cn los meses mas luviosos. La incidencia de
Botrytis cn arboles. medida en tejido de hojas. sc obscrvo
a partir del mes de mayo y aumenté hasta lograr un maximo
cn octubre. Un mes mas tarde que ¢n hojas. en junio. sc
presentd en [rutos v la maxima incidencia sc obscrvé en cl
nies de septicmbre. Los organos del chirimoyo afectados
por Botrytis son hojas v frutos. No se detecto la presencia
de Botrytis cn flores en ninguno de los mucstreos. Tampo-
co sc detectd presencia de Bofrytis en cl interior de semi-
llas sembradas en APDA. La incidencia de Botrytis duran-
te la posteosecha alcanzo solo al 10.6% dc los [rutos v de
los Y aislamicntos obtenidos de hojas a lo largo de la tem-
porada sc detecrmind solo la presencia de B. cinerea.
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