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Check Fast Cherry:

Microbiota fungica del cerezo
Vv sus implicancias en el manejo sustentable
de pudriciones por Botrytis y Alternaria

Sorprendentes en muchos sentidos son los resultados obtenidos hasta ahora en el
proyecto gue en solo 48 horas fadilitara la informacion para la estrategia de control mas
eficaz de estos agresivos patogenos.

POR MARCELA ESTERIO G, ING. AGR. MG. (5 3. AUGER 5., ING.AGR. MS. PHD.; H. SILVAA. BIOOUIM. PHD ;
C. OSORIO-NAVARRO, INC. BIOTEC. MG. CS. DRIC); M. AZOCAR M., ING. AGH., Y M. CARRENO C_, ING. AGR.

LABORATORIO DE FTOPATOLOGIA FRUTAL Y MOLECULAR, UNIVERSIDAD DE CHILE
n loz préximos afios,
cuando las hectircas
plantadas mds recien-

temente  alcancen su  plena
produccién, pars obeener resul-
tados econdmicos realmente in-
teresantes deberemos aunar log
esfuerzos con el fin de producir
¥ exportar fruta de dptima ca-
lidad, de modo gue zerd funda-
mental conocer muy bien ¥ de
manera oportuna la condicién
de la fruta. Una prediecidn real
de como se encontrard a su lle-
gada a los mercados de desting
evitard tener sorpresas negras
en escenarios de sobreoferta o
ante imprevistos no manejables
por el sector productivo, como
ocurpd en 2024725,

Doz de los principales proble-
mas firoparalégicos que afectan
a laz cerezaz son laz pudricio-
nes ssociadas a Botrytis =pp. ¥
Alternaria spp. Debido = ello,
diztintos grupos de investigado-
rez de universidades, cencros de
investigacion ¥ laboratorios pr-
vados comereiales, hsn estado
trabajando junto a la industria
con el fin de realizar un manejo
efectivo ¥ suzrentable de dichos
patégenos que lleve a producir
fruta de 6poima calidad.

El Laboratorio de Fitopato-
logia Frutal ¥ Molecular de 1a
Farulrad de Ciencias Agrondmi-
caz de la Universidad de Chile
ezrd ejecutando, desde diciem-
bre de 2023, un estudio cu¥o

www_redagricole.com

objetivo fundamental s gene-
rar una herramienca de diag-
néstico gue permita al produe-
tor exportador conocer el nivel
de infeccidn por los patdgenos
mencionados, de manera si-
multinea ¥ en forma oportuna,
en foracién ¥ en precosecha,
directamente a partir de tejido
vegetal. Lo hemos denominado
Check Fast Cherry, técnica mo-
lecular que encregara los resul-
tados a la industria en tan solo
48 horas. Asi permitirs disefiar
programas de control acordes
a las condiciones de la fruta y
servird de apo¥o para tomsar
deciziones pezpecto de meres-
dos de destine, o zea a dénde
enviamos V cudndo vendemos.
Se trata de una técnica ho-
méloga a la que ¥a generamos
¥ validamos para uva de mesa,
pero resulears adin maz preciza
a] estar mszociada 3 uns zonda
TagMan especie ezpecifica.

RESULTADOS DELA
MICROBIOTA FUNGICA
DEL CEREZO
El primer paso correspondié al
estudio de la diversidad v abun-
dancia de la microbiota fiingica
del cerezo en loz dosz periodos
mds criticos de infeccidn: flo-
racién ¥ desde fruro pajizo a
cozecha.

{Por qué hirimos esto? Bue-
no, esta mformacién era bézica
para desarrollar la técnicas, ¥a

que s requicre disefiar parrido-
res especificos ¥ la sonda espe-
cie especifica que deben anidar
(reconocer)  simultdncamentes
zolo a Borryas ¥ Alcrnaria, ¥ a
ningiin otro hongo. Con el pro-
pdsito indicado, en las 1iltmas
dos temporadas, se efectuaron
varias colectas de Hores v frutos
de dos variedades de cepezo de
huercos localizados en las regio-
nes de O'Higgins (San Fernan-
do) ¥ del Maule (Teno ¥ Los Ni-
ches). Los aizslades recuperados
se idenrificaron macroscdpica ¥
microsedpicamente, ¥ después
mediante andlisis moleculares —
secuenciacion de ADN, filogeniz
molecular mmltloens, anslisiz
de gPCE-HRM ¥ de polimorfis-
mos (RFLF)—. Nos encontramos
com varias SDTPPesas gue @ con-
tinuacion analiZaremos.

En total zc analizaron 404
aizlados fungosos recuperados
dezde Horez v frutoz de cerezo
asintomaticos, predominando
en czre mimero los correspon-
dientes a loz géneroz de Bo-
trveiz ¥ Alternaria; tambifn, en
menor frecusncia, aislados de
loz gfneros Aspergillus ¥ To-
choderma, ¥ unos pocos aisla-
dos de otros géneros fungosos
(euadre 1).

En general, loz resuleados in-
dican gque la microbicta fiingi-
ca asociada a flores ¥ frutos de
eereZo presenta mas diversidad
en la regidn del Maule gue en
O'Higgins. Ez un resultado 15-
glco porgue a mayor latitud sur
comuinmente £l chima ze vuehve
mi: himedo, favoreciendo el
dezsarrollo de este tipo de patd-
genos (fgurs 1 b ¥ ). Ademds,

Cuadro 1. Microbiola hingica del cereso. Nmeso de astados recuperados por genens
fungoso desde fores y frutos de ceresos variedades Bing y Sweetheart. lemporadas
2025024 y 0242024,
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Figura 1. Composician (£) de la microbiota fingica recuperada del cereso: tolal, seqon onigen regional y segin tejide
miuestresdo flores o frutos).

mis Alternaria que Borrveis (figura
3 byc); ¥ en fruto en Bing mas Alter-
naris ¥ en Sweehearr més Borryos
(hgura 3 e v ).

Por otro lado, si consideramos el
total de loz zizslados de loz géneros
fungosos detectados en la microbio-
ta (cuadro 1), independientemente
de la region ¥ variedad analizada,
Borryds ¥V Alternaria se presentaron
en un nivel bastante similar en fora-
cibn. 5in embargo, en fruto fue Bo-

d) Total desde flores
trys el pardgeno que evidencid una
ma¥or frecuencia, cercana al 65% de
la poblacidén fungosa recuperada en
eze periodo, ¥ Alternaria solo 2 un
20%. Ahora bien, s1 consideramos
el total de individuos colectados, los
aizlados asociadoz a Botryes corres-
ponderian aproximadamente al 49%
¥ los de Alternaria a un 24%

Interezancemente, en el cazo de
Figura 2. Detalle de la compasicidn dela microbiots hingica del ceress de b regicn de OHiggins recuperada desde fores y ij‘d“d““,“” Ina demexvioney o ros-
frutis, botal y por variedad (). lizapon méz en flor que en fruto, lo
mismo que los aislados de Aspergi-
llus. En cambio, solo 3 de los aisla-

dos correspondieron a Penieilliom v

a) Total desde flores ) Total flores Bing ) Total flores Sweetheart

fucron recuperados dnicamente cn
fruto. Por otra parte, es importante
zefialar que se detecraron formando
parte de la microbiota algunos hon-
gos Basidiomicota ¥ Cladosporium
que actualmente estdn en proceso

de idenrificacién.

DETECCION DE ESPECIES DE
ALTERMARIA NO REPORTADAS
PARA CEREZO EN CHILE
La etspa siguiente era determinar
mediants andlisiz moleculares a gué
especies de Alternaria ¥ de Botryas
correspondian loz aisladoz gue for-
maban parte de la mierobiora del
cereio.

En el eazo de loz sislados de Alter-
naris, al realizar la secuenciacién v

&) Total frutos Bing f) Total frutos Sweetheart

posterior andliziz de filogenia mo-
lecular multilocus, anslizando tres
genes (Alternaria alternata alérge-
no 1, Aleal; calmodulina, CMD, ¥ la
ATPaza de la membrana plasméries)
¢ incluyendo 97 especiez del géne-

W Penicitirn sp. W Fusariun sp.
W Tnchodermma sp.

Avreobasidirnsp. 8 Aspergilius sp.
Mo identificado W Botrytis sp. B Alterraria sp.

loz resultados sefialan que la microbiota esmés  de flor a fruto; por sjemplo, en O'Higgins en 1o Alternaria, hallamos dos de las

diverza en fruto que en flor, asimizmo basrante
l6gico, por el aumento de z6lidoz solubles enla
madurez de 1a fruta (fgura 1 d ¥ €). También
ze detectaron cambioz en la frecuencia de loz
géneros predominantes en una misma region

flor en Bing ¥ en Sweetheart predoming Bo-
erveis (figura 2 b ¥ ©), en cambio en fruto en
Bing predominé Alternaria, ¥ en Sweecheare
solo Borrvtis (fgurs 2 d Vv &). En la regidn del
Manle en laz dos variedades en flor predoming

tres eszpecies mas {recuentemente
detectadaz en el pais en cereZas:
A alternata ¥ 3 cladee de A arbo-
rescens. No detectamos la pressneia
de /. temuissima recientemente re-

www.redagriccls.com
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Figura 3. Detalle de la composcin de la microbiota fingica del cerezo de la region del Maule recuperada desde fores y frutos,

todal y porvariedad (£

al Total desde flores b Total flores Bing

e) Total frutos Bing

B Pemiclliurn sp.
W Trichodenma sp.

B Fusariumm sp.
No dentificado

portada en el pais en cereZas. Ademads de las especies

gue no habian sido reportadas para cerezo en Chile (1.
cerizlis, /. lint, /\. destruens V.. herbiphorbicola) v, adi-
clonalmente, z= detectd una posible nueva ezpecie de
Alternaria (**), acrualmente bajo escudio (figura 4z). Es
importants sefhalar que la especie que se presentd con

Cuadro 2. Hrecuencis (%) de especies y dlados de Altemaria en Bory fruto.
Flor 53

Alternaria spp.

167 46
503 56,8
0 6.8
57 9.1
37 4.6
56 114
A herbiphorbicola* ni

Hi

* | SPRCIES (reviamEnie N0 fRpOFiadas P Censo.
¥ epeoe nueva deleciada del género Alemnania lachualmente en estufiol.

Cuadro 3. Frecuencia (%) de aislados de cada dado de Bobryts en flory fruto.

817
169
14

www._redsgricols.com

¢} Total flores Sweetheart

) Total frutos Sweetheart

Awreobasiciurm sp. = Asperqilles sp.
W Bolrylis sp.

B Alternaria sp.

maYyor frecuencia fue A. arborescens
(cuadro 2).

En el caso de los aislados corres-
pondientes a2 Botryds, al realizar
filogenia molecular mulrilocus ana-
lizando 3 genes (gliceraldehido; 3P
deshidrogenasa, G3FDH; proteina
de shock térmico 60, HSPA0, ¥ ARN
polimerasa 2, RPBZ), al ineluir en el
andliziz 3 34 especies validadasz den-
tro del género Botrytis, los aislados
recuperados se agruparon en tres
clados (grupos) distintos. El mayor
mimero de zizladoz se ubicd en el
clado I, correspondiente a Botrytis
Ciferea Semsu STicto; OII0 COMjuUnto
numeroso, que cofresponde también
a B. cinerea, en £l clado I, ¥ solo dos
aizlados B. cinerea en el clado 10T (R-
gura 4 b ¥ cuadro 3).

RECONOCIMIENTOEN

UNA SOLA REACCION

Una veZ anslizadas la microbiota
fiingica predominante del cereZo, se
procedid a dizefiar loz partidore: v
sondas especie especificas. Esras son
13z herramientas gue noz permitirdn
reconocer ¥ cuantificar el nivel de
infeecién por Botryvas V Alternaria
en una misma reaccicn, ¥, lo més
importantce: dichos partidores no de-

ben anidar con el ADN de los otros
hongos detectados en la microbiora
ni con &l ADN del cerezo. El proble-
ma T2 quE NUNCE Pensamos que [os
{bamos a encontrar con mas de tres
especies de Alternaria, lo cual hacia
miis dificil la tarea, porque era nece-
sario reconocer a todaz las especies
detectadas. Considerando los clados
de algunas de estas alternarias, su-
man sicte cspecics ¥ ademss a Bo-
tryeis (ver figura 4 a ¥ b, la cual serd
publicada a tamafio completamente
legible en la versién del articulo de
la web Redagricola). Bueno, lo hici-
mos. Como puede observarse en la
figura 5, los parddores disefiados
TECONOCEN €N Una misma reacclién a
todas esas especies, V1o corrobora-
mos realizando un andliziz de longi-
tud de polimorfismos de restriceidn
(RFLF, ver fizura 6).

Lo antes indicado ez un hito nun-
ca antes obtenido, de gran impor-
tancia ¥a gue, cuando s¢ adicione al
sistema la sonda dizsefiada, vamos a
poder reconocer todas las especies
predominantes ¥ diagnosticar el ni-
vel de infeccidn total de dos de los
principales hongos asociados com
pudricionez ¥ deterioro de la fruta
del eereZo de manera OPORTUMNA,
en TIEMPO REAL, desde TEJIDO
VEGETAL (Hores ¥ frutos) en SOLO
48 horas luego de ingresadas las
muestras 2l Laberatorio de Fitopato-
logia Frutal ¥ Moleculay. Esperamos
validar la tfenica en 2026, ¥ gque
esté disponible para la industris a
partir del préxime afio. Este logro
de la Universidad de Chile sers sin
lugar a duda una contribucidn rele-
vante para la industria del cereZo en
Chile, especie que lidera la industria
fruticola de exportacién ¥ de cuyo
resultsdo econdmico depende un
sector importante de la acrividad
agricola nacionsl.

En paralelo, con la informacidn
generada por el estudio, noz hicimos
variss preguntas:

L{CHmo ineidirs ls pertenencia de ez-
taz especies a diferences clados?
{Habri un efecto por el hecho de ser
distinraz laz ezpeciez de Alternaria
que predominan?

Y en relacidén con loz clados de-
tectados de Botrvos, étendrad alguna

I‘www.litoral press.cl
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Figura 4. Arboles ogenétions multiioos reoperados de a microbiota del cereso.

Clado Il

“1a biguea 3 Musslns uh Grupo representalivg de astados Samphylen spe. y @ biea b o
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Figura 5. Perliles obtenidos pass Allernania spp. y Bobrplis cinerea a traves de gPCR-HRM
toamando com blanco un iregmenio del gen Altal. Curvas de Hucrescencia normalicads

Figura 6. Conoboracicn de la detecadon en una misma reaccon de Ls destintas especies
de Alernaria y de Bolryis cnenes, detectadss wiiando [ eonica RHLP [andliss de

reveelan pesfites de denaturacion individuales para cada especie de Alemaria y Solnyfs
cineres identdficadas desde b micobiota del oo,

Fern 1 Thus nom L shAbaners stenals

implicancia practica que los ais-
lados perteneZean 2 uno u ofro
clado?

AGRESIVIDAD DE LAS ESPECIES
DE ALTENARIA Y DE LOS
CLADOS DE BOTRYTIS

En £l caso de laz especies de
Alternaria, para resolver las
incognitas planteadas proce-
dimos a evaluar su virulencia
mediante inoculacionss arti-
ficiales de los diversos aisla-
dos. Se efectuaron sobre cepe-
zas de laz variedades Lapins,
Bing ¥V Sweetheart someridas
v no a heridas, mantenidas en
incubacidn baje condiciones
controladaz (alea humedad
relaciva, 20-23°C v oescuridad
continuz), ¥ los resulcados fue-
ron mu¥ interesantes (Hgurs
7 a, b ¥ £). Tedas laz especies

fueron wvirulentas sobre fru-
tas con madurez de cosechs,
sometidaz o no a heridas. La
linica cxcepeidn fue Alternao-
ria herbiphorbicela en Bing, en
donde sin herida la agresividad
resulté menor, similar estadis-
ticamente al control (agua des-
tilada ¥ estéril). En Lapins, en
cambio, esta misma JAlternaric
fue la gque presentd, junto a 1.
lini, el mayor dafio en frute sin
herids; ¥ con henida A ©m v
A. destruens z= ublcaron coma
las méz agresivas. Particular-
mente en Sweetheart la mayor
agresividad ze cbszervé en /.
arborescens, /. lint, . cerialis ¥
A herbiphorbicola. A alternate
fue la inica menos agresiva sin
herida.

En primer lugsr, si=empre z=
ha indicado gque Alternaria es

polirnorlzrizs de kongiud de fragrmentos de resticion] y los partidores especilicos
dsefiados

un pacdgeno oportunista gue,
al encontrar condiciones favo-
recedoras de infecoidn, parei-
cularmente heridas, va a ingre-
sar ¥ causar dafio. Ahora bien,
scgin nuestros resultados esto
seria FALSO, porque ninguna
de laz especies de Alternaria
analizadaz requiere de heri-
das para penetrar, ¥, como s=
seniald, solo en dos de estaz la
agresividad ez menor sin herida
{:\. herbiphorbicolz / Bing v A.
alternata / Sweetheart), p=ro
igualmente ingresan ¥ son ca-
paces de causar dafio. En parei-
cular, == comportaron como las
més agresivas algunaz de laz
especies nuevas detectadas (1.
lini v /. destruens, figura 72, b
¥ ). También como se dijo més
arriba, se observé que la viro-
lencia de algunos de los aisla-

Fagura 7. Agresividad de ks expeces de Albernania debectacdas en b macrobiots del coreen en indos de tres vanedades

a} Lapins

1: Altermania alermsta
A arborescens
A lini

& A destriens

St A cenalis

6 A herbiphorbicola
T: Botrylis cimerea
(<) control negative

doz cra diferente dependiendo
de la veriedad (hgura 7b v e).
En el caso de Botryds, se
compard la agresividad de los
cladoz IT ¥ Il respecto de las es-
pecics de Alternaria mas repor-
tadas en cereZas en Chile (/1. al-
ternate V /. arborescens), Para
ambas especies se considerd al
menos dos aislados representa-
tivos de cada grupo, utilizands
dnicamente la modalidad de
incculacidn con herida ¥ enuna
sola variedad: Bing (Tesiz de
Magizter,/ Millayay VisqueZ).
Como lo muesstra la figura 8,
los mislados de Bogryvuos clado I
fueron sigmificstivaments més
agresivos que los del clado I, ¥
el dafic provocado por estoe dos
clados de Botrytis en general, fue
mayor al cauzado por las dos es-
pecies de Alternapia evaluadss.

Lesign rmmm)

WAWW . recsgs ricola.com

W A destruens W A cenialis

W A herbiphorbicola

Ta
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Figura B. bvahuscion de agresividad (virulencs) de aislados de Botrgtis clados 1y I, y de Afermans alternads y A arboresceres, en cerezas
varkdarf Birg. Los valores comesponden 3 las rexdias obitenidas en 4 repeticiones (4 fruios con hesida, por repeticon)], incubadas en
oscuritd continua por 150 horas a 20 (fuende: Tesis de Magister M. Vasques).

B. cinerea clado i

B cinerea clado Il

Didmetro lesidn (mm)

BCoilL BCcli2
EVALUACION DE LOS
PRODUCTOS DE CONTROL

Quizimos saber qué pazaba con
algunas de las moléculas ae-
tualmente empleadas para el
control preventive de Botryezs ¥
Alternaria en precosecha. Con
esce fin se realizd un bioensavo
en la variedad Bing, =valusn-
dose el efecto preventivo en ce-
r=Zas con madureZ de cosecha.
Se incluveron fungicidas de
sintesis (boscalid, fenhexamid,
fludioxonil 50%, fenhexamid +
fAudioxonil ¥ otros), algunos ex-
tractos de plantaz, un formula-
do bazado en una cepa de Baa-
s 5p.; el control correspondis
a sgua destilada ¥ estéril Los
resultados obtenidos entregan
una wvaliosa informacién gue

BCclll

BCclli? Azt

Aarb2 harbl Azl

serd presentada con  detalle
en la 12 Conferencia CereZas x
Redagricola (28-29 de mayo) ¥
en Fruictrade 2025. A continua-
citn damos un peqguefic adelan-
to de los resultados:

1° Se corrobora que Botryiis =5
mucho més agresiva gque Alrer-
naris en cerezaz (Agura 2).

2° Slempre sze ha indicado a
fenhexamid como una molécu-
la borricicida especifica, pero
los datos del estudio indican
que no seria tan especifica, por-
gue ademss de inhibir Botrytis
ti=me un =fecto cambién intere-
zance sobre Alternaria.

8° La formulacidn de Bacilluz
evaluads tiene un efecto mayor
zobre Alternaria gue zobre Bo-

4% El efecto de los extractos
de plantas en alguncs de los
dempos de inoculacidn ez va-
rizble: mientras en unos tienen
efecto sobre los dos pardgenos,
en otros mas sobre uno que so-
bre el otro, ¥ en clertos casos ¥
tiempos de inocularidn, sobre
ninguno.

5% Se comprueba la eficacia del
formulado de Audioxonil 50%,
sobre ambos patdgenos.

Loz primeros resultados del
proyecto resefiado squi ponen de
manifiesto lo poco gue sabemos
de estos patdgence en cereZo,
¥V nos instan a seguir estudian-
do para generar nuevos cono-
chmientos gue ze traduZean =n
ZVaEnces &N un manejo mas soste-
nible del cultve en Chile. Ra

Apoyo fundamental

Todo lologrado a b fedha
ha sido posible con el
dpoyo de |2 Fundaclon
para la Innovacién Agraria
FlA y de la industria, que
siempre nos ha brindado
su conflanza. En esta
oportunidad participan
Bast Chile 5.A., Blo
Insumos Mativa SpA..
Botanical Solutions SpA.,
Redmi Ltda., Stockton
Chile SpA., Sumlitomo
Chemical Chile S.A,
Summit Agre Chile SpA.,
Syngenta S.A., Frutera
San Fernando, SMexport.
sociedades agricolas de
las principales reglones
productoras de cereras
en Chile, FEDEFRUTA
F.G., Redagricola
Comunicaciones S.A.

e Imporiantes asesores
especialstas on ooer on
el pak.

Fuente

Con excepacn de la

figura 8, todes los datos

de los cuadros y graticos
cormesponden al Laboratorio
de Fitopatelogia Frutal y
Molecular, Proyecto U, de
(Chille / FIA PYT-2003-0R77
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