CARACTERISTICAS CULTURALES Y BIOLOGICAS EN CEPAS DE Botrytis cinerea
PERS. EX FR., AISLADAS EN LA IX Y X REGIONES!

Cultural and biological characteristics of isolates of Botrytis cinerea Pers. ex Fr.
obtained from the IX and X Regions
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SUMMARY

Aresearch was carried out to study and cultural and biological characteristics of Botrytis cinereawith
the objective to find degrees of variability among the fungus-isolates obtained from different localities.
B. cinerea was isolated from five plant species of economic importance in the region: blackberries
(Rubus constrictus Lef. et M.), blueberries (Vaccinium corymbosum L.), eucalyptus (Eucalyptus
globulusL.), raspberries (Rubus idaeus|..) and strawberries (Fragariax ananassaD.). Samples were
collected in 21 localities, from Loncoche (39° S in the IX Region to Ancud (42° S) in the X Region.

The strains biological characteristics were in vitro compared in relation to: conidia size sclerotia dry
matter and virulence and cultural characteristics such as color, mycelium development capacity,
maturity time and number of sclerotia. Statistical comparisons were carried out among isolates
obtained from different localities. Results showed statistically significant differences for all the
characteristics studied and also for daily growth values. It was not possible to find a statiscally
significant relation between parasite and locality. The only character that did not show variability
among localities of the evaluated strains of B. cinerea was sclerotium dry matter.

Among biological characteristics the virulence test made on apple pieces showed a very scarce
variability, only small differences were observed in the B. cinerea strains evaluated. Nevertheless,
significant differences were observed in the sporulation capacity of all isolates. It was relevant that all
Cayumapu specimens did not sporulate in vitro, and showed the formation of white mycelium.
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INTRODUCCION

El sector agricola y forestal del sur de Chile ha
experimentado profundos cambios durante los uiti-
mos aflos, destacadndose entre éstos un aumento
sustancial de plantaciones de arbustos frutales
(frambuesas e hibridos, moras, parrillas, groselleros
y ardndanos) como de especies forestales (eucalip-
to y pino), las cuales juegan un rol muy importante
en el desarrollo silviagropecuario de la zona.

Las condiciones ambientales predominantes de la
regiéon favorecen la amenaza permanente de agen-
tes fitopatégenos, que pueden afectar, en distintas
etapas, el ciclo de vida de los recursos existentes.
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Entre las enfermedades causadas por hongos se
destaca Botrytis cinerea Pers. ex Fr., siendo uno
de los patégenos méas comunes y mas ampliamente
distribuidos tanto a nivel nacional como mundial
(Latorre, 1988). La gran importancia de este paté-
geno radica en ser un organismo cosmopolita y
genéticamente heterogéneo (Hansen y Smith,
1932). B. cinerea representa un serio problema
tanto a nivel de campo como en postcosecha,
debido a la capacidad que tiene de presentar estado
de latencia por un largo periodo (Jarvis, 1962 y
Williamson, McNicol y Dolan, 1987) y a la alta po-
tencialidad destructiva, particularmente en zonas
con primaveras y veranos muy himedos, condicio-
nes presentes en el sur de Chile.

En la actualidad, el control de este patdgeno se ha
enfrentado principalmente con varias aplicaciones
de fungicidas, sin embargo, esta practica ha dado
como resultado que se presenten razas de B.
cinerea resistentes a fungicidas. Este fenémeno es
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debido a que esta especie posee una alta tasa de
variabilidad (Lorbeer, 1980). De acuerdo a estas
caracteristicas, B. cinerea proporciona un excelente
ejemplo para el estudio de la variabilidad, donde
es posible visualizarla en un momento como un gru-
po de numerosas razas o cepas morfolégicamente
agrupadas en una planta hospedera, pero in vitro
muestra notables y constantes diferencias cultura-
les. A este respecto, Paul (1929);, Hansen y Smith
(1932) y Gindle (1979) establecen, que la variabi-
lidad es posible explicarla principalmente por la
condicién del micelio, el cual esta formado por seg-
mentos que contienen numerosos nulcleos, fendme-
no denominado heterocariosis.

En base a estos antecedentes, este trabajo tiene
como objetivo esencial determinar caracteristicas
culturales y biolégicas de B. cinerea que permitan
establecer rasgos de variabilidad entre un gran
nimero de cepas aisladas desde localidades
pertenecientes a la IX y X Region de Chile. De
acuerdo a esta perspectiva, el presente trabajo de
investigacién contempl6 los siguientes objetivos
especificos: a) comparar caracteristicas biolégicas
y fitopatolégicas, tales como: tamafio de conidias,
virulencia y materia seca de esclerocios, entre cepas
de B. cinerea, y, b) comparar caracteristicas cultu-
rales tales como: color y capacidad de crecimiento
miceliar, tiempo de maduracién y niGmero de escle-
rocios, entre cepas de B. cinerea.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento de cepas de B. cinerea

El material para la obtencion de las cepas de B.
cinerea fue recolectado entre enero y abril de 1992,
de 21 localidades entre Loncoche y Ancud, repar-
tidos en los siguientes hospederos: 3 muestras de
arandano (Vaccinium corymbosum L.), 5 de euca-
lipto (Eucalyptus globulus L.), 11 de frambuesa
(Rubus idaeus L.), 2 de frutilla (Fragaria x
ananassa D.) y 6 de mora (Rubus constrictus Lef.
et M.). Se obtuvieron 5 submuestras o cepas por
hospedero y localidad, recolectando principalmente
frutos, hojas y ramillas con sintomas y/o signos, y
abarcando toda la superficie del cuitivo.

De las muestras que presentaban signos del pato-
geno, se aisl6 directamente usando como medio de
cultivo agar papa dextrosa (APD), confeccionado
en base a 20 g de agar, 12,5 g de glucosa, 200 g
de papa y 1.000 ml de agua destilada. Los frutos y
otras partes vegetales, tales como hojas y ramillas
que solo presentaban sintomas, se colocaron en
camaras himedas a temperatura ambiente por 3 a
4 dias. Una vez desarrollados los signos, se

AGRICULTURA TECNICA - VOL. 54 - N2 3 - 1994

procedidé a aislar el hongo en placas APD. Poste-
riormente, las placas fueron depositadas en estufa
de cultivo a una temperatura de 22 £+ 2 °C y
repicadas hasta la obtencién de cultivos puros de
B. cinerea, los cuales fueron mantenidos en tubos
con APD inclinados, sellados con parafina sélida y
almacenados en refrigerador a 4 °C.

Determinacién de las caracteristicas biolégicas
y culturales de cepas de B. cinerea

De cada cepa mantenida en tubo se repicé a placas
con APD en duplicado, las que se mantuvieron pos-
teriormente en una estufa de cultivo a 22 + 2 °C,
por 2 dias. A partir del segundo dia, se obtuvo un
trozo desde la zona de avance mediante un
sacabocado de 4 mm de diametro. El disco de agar
se deposité centralmente sobre las placas con 14
ml de medio APD (Difco) cada una, dejando el mi-
celio en contacto con el agar, incubandose durante
2 dias en una estufa a 22 £ 2 °C. El estudio de la
variabilidad de las cepas de B. cinerea se realiz6
a partir de estos cultivos puros, colocando cada
disco obtenido de la zona de avance de la colonia,
con un sacabocado de 4 mm en placas APD con
14 m! de medio por placa, centralmente, con el
micelio en contacto con el agar. Por cada cepa se
realizaron tres repeticiones, para, finalmente, incu-
bar la totalidad de las placas en una misma estufa
a 22 + 2 °C. Para cada cepa aislada de B. cinerea,
se examinaron las siguientes caracteristicas:

Crecimiento diario. Se cuantifico a través del area
de crecimiento cada 24 hr, marcando el perimetro
de la zona de avance de la colonia con un lapiz
permanente sobre la placa. Posteriormente, se
calculd el area de crecimiento de cada cepa.

Tiempo de maduracidén, nimero y materia seca
de los esclerocios. La madurez de los esclerocios
fue determinada a través de cambios en la colora-
cién de éstos. Se considerd que los esclerocios
estaban maduros cuando alcanzaban una colora-
cién oscura (Backhouse y Willets, 1984).

Los esclerocios fueron contados a los 18 dias de
sembradas las placas, una vez que todos los
esclerocios de las cepas alcanzaron su madurez.
Todos los esclerocios fueron recolectados indivi-
dualmente por cepa alos 24 dias desde la siembra.
Fueron lavados con agua destilada para eliminar
residuos de micelio y agar, se dejaron secar por
24 hr a temperatura ambiente y luego se pesaron
individualmente por cepa. Los esclerocios fueron
depositados en una estufa de secado a 105 °C por
63 hr y mediante la diferencia de peso fue calculada
la materia seca de los esclerocios.
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Tamafio de conidias. Después de 12 dfas de cul-
tivo, se colectaron las conidias de cada cepa y se
realizaron preparaciones permanentes con lactofe-
nol méas azul de algodén. Fueron medidas un total
de 50 conidias por cepa y para la medicién se utilizé
un microscopio (Zeiss).

Color del micelio. Para cada cepa de B. cinerea
aislada, el color se comprobd con una carta de
colores (The Royal Horticultural Society, 1966)
usando las tonalidades de gris y blanco.

Prueba de virulencia. Esta prueba se realizé sobre
trozos obtenidos de manzanas, cv. Granny Smith,
las cuales fueron lavadas con hipoclorito de sodio
al 5% por 5 min; luego, fueron enjuagadas con agua
destilada estéril y secadas con papel absorbente
estéril. Los trozos de manzana fueron cortados uni-
formemente con un sacabocado de 16 mm de dia-
metro por 35 mm de largo. Se coloct sobre estos
trozos un disco de APD de 4 mm de didmetro, el
cual se obtuvo de la zona de crecimiento de la colo-
nia de B. cinerea de 3 dlas. Los trozos de manzana
fueron depositados sobre placas Petri estériles de
40 mm de diametro. Las placas abiertas fueron
colocadas, a su vez, sobre bandejas plasticas adap-
tadas como camaras himedas. Cada bandeja con-
tenfa 5 cepas por localidad con 3 repeticiones, mas
3 placas donde los trozos de manzana contenian
sélo agar, los cuales sirvieron como testigos. Las
bandejas fueron incubadas por § dias a 20 £ 2 °C.
Sobre los trozos de manzanas se midié la resis-
tencia eléctrica a través de un voltimetro, para esto
se introdujo en cada extremo de los trozos de man-
2ana un par de electrodos. Posteriormente, se reais-
16 el hongo en placas APD, para cumplir con los
postulados de Koch.

Disefio y analisis estadistico

Se utiliz6 como disefio estadistico bloques comple-
tos al azar con tres repeticiones. Se realizaron ana-
lisis de variancia para determinar las diferencias
entre las cepas B. cinerea de cada localidad en
estudio. Los promedios fueron comparados con la
prueba de hipétesis especifica de Tukey para el
nivel de significancia del 5%.

RESULTADOS
Aislamiento de las cepas de B. cinerea
A partir de frutos y tejido vegetal infectado con B.
cinerea, se obtuvieron tres cultivos puros por cepa

realizadas a partir de las 135 submuestras obteni-
das. Ei hongo fue aislado de material procedente

de 21 localidades de la zona sur de Chile a partir
de 5§ hospederos diferentes. Los aislamientos fueron
realizados durante el perfodo comprendido entre
enero y abril de 1992.

Caracteristicas biolégicas y culturales de las
cepas de B. cinerea aisladas

Las cepas de B. cinerea aisladas, 135 en total, fue-
ron comparadas en cuanto a caracteristicas biol6-
gicas y culturales, las cuales fueron agrupadas de
acuerdo a la localidad y hospedero en que éstas
fueron recolectadas.

Crecimiento diario de las cepas de B. cinerea.
Las observaciones fueron realizadas durante tres
dias. Los resultados de estas mediciones se pre-
sentan en el Cuadro 1, donde es posible observar
las diferencias que existen en el crecimiento mice-
lial, entre las cepas de cada localidad. Se puede
observar que las cepas de B. cinerea de las loca-
lidades en estudio, presentaron diferencias estadis-
ticamente significativas en el desarrollo diario del
micelio. Las cepas de B. cinerea provenientes de
la localidad de Ancud, fueron las que presentaron
el crecimiento mas lento. Al comparar las cepas
aisladas de los diferentes hospederos, es posible
observar (Cuadro 2), que existen diferencias signi-
ficativas, puesto que las cepas aisladas de fram-
bueso y mora son las que presentan una mayor area
de crecimiento diario.

Formacién de esclerocios maduros de B. cine-
rea. Se detecté que existe variacidn en relacién a
los dias en que los esclerocios demoran en llegar
a un estado maduro. En el Cuadro 1, se observa
variacion en el tiempo de maduracién de los escle-
rocios formados por las cepas aisladas de los dis-
tintos lugares estudiados. Las cepas de las loca-
lidades de La Unidén, Ancud, Mafil, La Pefa,
Huellelhue, Panguipulli, Santa Rosa, Berries and
Sprouts, Cayumapu, Los Lagos, Tecnofrio, Santa
Elvira, Sociedad Agricola Antilhue y San José,
requirieron de un mayor tiempo para que los escle-
rocios se formaran y maduraran, no mostrando dife-
rencias significativas entre sf.

Nimero de esclerocios. Existieron diferencias sig-
nificativas en el nUmero de esclerocios que fueron
capaces de formar las cepas de B. cinerea, de las
distintas localidades (Cuadro 1). El promedio de las
cepas de las localidades de La Dehesa, Tecnofrio,
El Arenal, La Pefla, Cudico presentaron el mayor
namero de esclerocios, siendo estadisticamente
iguales entre si. Al observar estos resultados, es
posible establecer que las cepas de B. cinerea, en
general, presentaron un alto grado de variabilidad.
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CUADRO 1. Valor promedio del drea de crecimiento del micelio, tiempo de maduracién, nimero
y materia seca de los esclerocios y resistencia eléctrica sobre trozos de manzana inoculadas
con cepas de Botrytis cinerea agrupadas por localidad

TABLE 1. Average surface growth of mycelium, maturation time, number and dry weight
of sclerotia and electric resistance on apple pieces inoculated
with Botrytis cinerea strains grouped by locality

Area de . Tiempo de Materia
crecimiento maduracién de seca de Resistencia
del micelio los esclerocios Namero de esclerocios eléctrica

Localidad (cm?)? (dias)? esclerocios! (%)* Q)
IX Regién

Soc. Agric. Antilhue 19,1 ab? 11,3 abcde? 51,8 bedef? 844 N.S. 54,5 be?
Tecnofrio 18,3 abcd 11,4 abcde 723 ab 82,4 N.S. 48,1 be
X Regién

Santa Rosa 18,7 abc 13,0 abed 50,8 bedef 82,9 N.S. 40,0 be
Panguipulli 18,8 abc 13,3 abcd 33,8 ef 84,7 N.S. 64,1 ab
Santa Elvira 18,9 abc 11,3 abcde 51,2 bedef 83,8 N.S. 39,9 be
Los Lagos 200a 11,6 abcde 49,2 bedef 849 N.S. 26,4¢c
Berries and Sprouts 18,9 abc 12,5 abecde 63,1 bcde 84,4 N.S. 47,0 be
La Unién 17,7 abed 148a 56,0 bedef 84 5N.S. 46,2 bc
Cudico 16,9 bed 95e 66,0 abcd 84,7 N.S. 38,9 bc
Futrono 18,6 abc 10,1 cde 63,0 becde 84,5 N.S. 41,5 be
San José 16,2cd 11,2 abcde 44,7 bedef 84,0 N.S. 47,6 be
Mafit 17,8 abcd 139 ab 279f 80,0 N.S. 53,1 be
Pelchuquin 18,6 abc 10,6 bede 54,9 bedef 846 N.S. 55,5 be
La Dehesa 19,9 abc 95e 985a 83,6 N.S. 59,9 be
La Pefla 15,7d 13,4 abc 66,3 abed 85,1 N.S. 36,5 be
E! Arenal 16,5 bed 9,6 de 67,3 abc 844 N.S. 56,1 be
La Quila 17,3 abed 9,6 de 319f 84,4 N.S. 39,6 be
Huellelhue 17,6 abcd 13,4 abc 41,4 bedef 84,1 N.S. 32,4bc
Cayumapu 17,2 abed 12,3 abcde 57,8 bede 846 N.S. 388 bec
Pichoy 17,2 abed 11,0 bede 285f 859 N.S. 38,4 bc
Ancud 8,7e 146 a 57,5 bedef 83,7 N.S. 65,9 ab
Testigo 954a

'Cada valor representa el promedio de todas las cepasaisladas en la localidad.
Medias con distintas letras difieren significativamente (P < 0,05), segun hipotesis especifica de Tuckey.
N.S.: Cifras no significativas entre el promedio de las cepas de cada localidad.

CUADRO 2. Valor promedio del crecimiento
diario de las cepas de Bofrytis cinerea
agrupadas por hospedero

TABLE 2. Daily growth average of Botrytis cinerea
isoaltes grouped by host

Hospedero Area de crecimiento diario?
Frambuesa 185a
Mora 185a
Arédndano 16,2 b
Frutilla 16,0¢c
Eucalipto 155¢

‘Columnas con distinta letra difieren significativamente (P > 0,05)
segun hipotesis especifica de Tuckey.

Materia seca de los esclerocios. No se observa-
ron diferencias estadisticamente significativas en el
promedio de las cepas por localidad (Cuadro 1).

Tamafio de las conidias. El tamaifio de las coni-
dias de las cepas aisladas presentaron una gran
variacion, siendo el promedio de las cepas de la
localidad de El Arenal, las que presentaron las
conidias mds largas y mas anchas y, por ende, las
de mayor tamafio (Cuadro 3). Una caracteristica
importante de destacar fue jo sucedido en la loca-
lidad de Cayumapu, donde el total de las cepas (5)
aisladas de esa localidad, no fueron capaces de
formar conidias in vitro, presentando las cepas un
micelio color blanquecino.



A. TORTORA U.y OTROS - CARACTERISTICAS DE CEPAS DE Botrytis cinerea 247

CUADRO 3. Valor promedio del tamaiio de las
conidias correspondiente a las cepas de
Botrytis cinerea agrupadas por localidad

TABLE 3, Average value of conidial size of
Botrytis cinerea isolates grouped by locality

Tamaiio de las conidias’

Localidad Largo (p) Ancho (1)
IX Regién

Tecnofrio 8,5 h? 6,6 h?

Soc. Agric. Antilhue 9,0 fgh 7119

X Regién

Santa Rosa 9,7 cdefg 7,7 bedef
Panguipulli 8,9 gh 73

Santa Elvira 9,5 defg 7,5 cdefg
Los Lagos 9,1 fgh 7.3 efg
Berries and Sprouts 9,5 defg 7,6 bedefg
La Unién 10,0 cde 8,0 bc
Cudico 10,5 be 82b
Futrono 10,0 cde 8,0 bede
San José 10,0 cde 8,0 bed
Mafil 8,9 gh 709
Pelchuquin 9,4 defg 7.5 cdefg
La Dehesa 9,5 defg 7.6 bedefg
La Pefia 9,4 defg 7.2 efg

El Arenal 11,6a 82a

La Quila 10,2 bed 83b
Huellelhue 9,2 efgh 7.1 fg
Cayumapu?® - -

Pichoy 9,9 cdef 7.9 becde
Ancud 108 ab 7.9 bede

'Cada valor representa el promedio de todas las cepas aisladas en
la localidad.

Columnas con distinta letra difieren significativamente (P < 0,05)
seglin hipatesis especifica de Tuckey.

No presentan esporulacion las cepas aisladas de esta jocalidad.

Color del micelio. Como se observa en Cuadro 4,
las cepas presentaron diferentes colores de micelio,
destacandose el color gris, sin embargo, otro color
que predominé en el micelio entre las cepas estu-
diadas fue el color blanco, encontrandose principal-
mente en aquellas cepas que no fueron capaces
de formar la fase conidial in vitro.

Virulencia. E| testigo fue el que presenté6 mayor
resistencia al paso de la electricidad, siendo esta-
disticamente igual a las cepas correspondientes a
las localidades de Ancud y Panguipulli, sin embar-
go, las cepas de estas dos localidades fueron
estadisticamente iguales que el resto de las cepas
de las localidades estudiadas, con excepcidn de las
cepas de la localidad de Pichoy (Cuadro 1).

CUADRO 4. Cepas de Botrytis cinerea
agrupadas segln el color de micelio
de acuerdo ala carta de colores
de la Royal Horticultural Society

TABLE 4. Botrytis cinerea isolates grouped according
to mycelium color in concordance to the Royal
Horticultural Society color chart

Color del micelio

Grupo de color

Verde- Blanco- Amarillo-

Localidad grisdceo grisdceo grisiceo Blanco

IX Regién
Soc. Agricola
Antilhue
Tenofrio

-w
-

X Regi6n
Santa Rosa
Panguipulli
Santa Elvira
Los Lagos
Berries and
Sprouts

La Unién
Cudico
Futrono
San José
MAafil
Pelchuquin
La Dehesa
La Pefla

El Arenal
La Quila
Huellehue
Cayumapu
Ancud
Pichoy

cwwa
(2 RN
coo-
O =n

NN =22WONOOOAE2NWS
NOOWOO—_WAhAWOALAENNOD
-_, 2,002,002 NOOOCO

OCLLWOHALAWOOO—2LHLO-+0O0

Hospedero. Al agrupar las cepas de B. cinerea de
acuerdo al hospedero del cual fueron aistadas, y al
analizar su tasa de crecimiento diario es posible
apreciar (Cuadro 2) que hay diferencias significa-
tivas entre las cepas. Siendo las aisladas de fram-
buesa y mora las que tienen un area de crecimiento
diario mas marcado que el resto. Las aisladas de
arandano son de tasa menor y por ultimo las de
frutilla y eucaliptos las mas lentas.

DISCUSION

En el sur de Chile, el hongo B. cinerea, se encuen-
tra extensamente distribuido debido a que esta zona
presenta caracteristicas de temperaturas y hume-
dad ideales para el desarrolio y propagacion del
patdgeno puesto que como sefialan Dennis y Cohen
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(1976) y Jarvis (1977), este hongo requiere de tem-
peraturas templadas (15 a 20 °C) y una humedad
relativa alta, condiciones ampliamente difundidas
en esta region.

Entre las caracteri{sticas biolégicas y culturales se
detectaron importantes disimilitudes con relacién a
la capacidad de crecimiento del micelio, niumero y
dias de maduracion de los esclerocios, tamafo de
las conidias y virulencia sobre tejido de manzana.
Resultados similares a éstos fueron descritos por
Menzinger (1966); Jarvis (1977); Gindle (1979);
Lorbeer (1980); Bryk (1985) y Salinas y Schot
(1987). Frente a estos resultados es posible deducir
que B. cinerea es un hongo con una alta tasa de
variabilidad. Esta caracteristica también fue detec-
tada al comparar {as cepas provenientes de los dife-
rentes hospederos, las que evidenciaron diferencias
significativas en el valor promedio de crecimiento
diario in vitro. El porcentaje de materia seca de los
esclerocios, analizado en este trabajo, no entregé
diferencias estadisticamente significativas, lo que
indicarla que se trata de una caracteristica mas
bien intrinseca a la especie de B. cinerea.

De acuerdo a los resultados obtenidos y de todas
las experiencias realizadas en este estudio, tales
como crecimiento micelial; tiempo de maduracién
de esclerocios, nimero y porcentaje de materia
seca de esclerocios; color de la colonia y virulencia
en tejido de manzana, se demuestra claramente que
las localidades desde las cuales fueron obtenidas
las cepas de B. cinerea, no presentan ninguna rela-
cién, ni efecto en cuanto al comportamiento de las
colonias estudiadas in vitro. Estas consideraciones
son corroboradas con los resultados obtenidos por
Dennis y Cohen (1976), quienes, al aislar un gran
ndmero de cepas de B. cinerea, comprobdron que
el origen de los aislamientos y la edad de éstos,
no tenian efecto significativo sobre las caracteris-
ticas de las colonias.

La gran variabilidad existente entre las cepas de
B. cinerea, aisladas desde distintas localidades del
sur de Chile, puede ser explicada por el fenédmeno
de la heterocariosis; similares conclusiones son
descritas por Paul (1929); Hansen y Smith (1932),
Menzinger (1965); Gindle (1979); Roberts vy
Boothroyd (1972); Burnett (1975) y Lorenz (1983).
Las diferencias entre las cepas fueron mas evi-
dentes en el nimero de esclerocios, que en las
otras caracteristicas estudiadas, resultados simila-
res fueron obtenidos por Bryk (1985). Otros autores
como Paul (1929), Gindle (1979), Lorenz (1983) y
Salinas y Schot (1987), también observaron dife-
rencias cuantitativas en el numero de esclerocios.
Segun las razas morfolégicas descritas por Paul
(1929), la raza esclerotial forma una gran cantidad
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de esclerocios, sin embargo, las otras dos razas,
la micelial y conidial, no necesariamente desa-
rrolian estas estructuras. Frente a las consi-
deraciones realizadas en los parrafos anteriores, y
que sefialan aspectos vinculados con la formacién
de esclerocios, cabria esperar que también existiera
variacién en el porcentaje de materia seca de estas
estructuras, dada la gran variacién detectada entre
las cepas. Los analisis estadisticos realizados no
confirman esta presuncién. La materia seca fue
estadisticamente similar para todos los esclerocios
de las cepas en estudio, los cuales presentaron un
alto porcentaje de ésta.

Dentro de las caracteristicas estudiadas de las
cepas de B. cinerea, el tamafio de las conidias es
uno de los aspectos que también presenté variacién
entre las cepas. Diversos investigadores explican
esta variacion en el tamafio de la conidia dentro de
la especie, por ejemplo, Sapano citado por Lorbeer
(1980), divide aistamientos de B. cinerea obtenidos
de vides, en siete razas morfoldégicas basadas en
el tamafio de las conidias. Por otra parte, Lauber
(1971), obtuvo un nimero de lineas fisiolégicamen-
te distintas en cinco aislamientos de B. cinerea y
demostré que el tamafio de las conidias era depen-
diente del pH, relacion C:N y de los nutrientes del
medio de cultivo, como también del afio del cultivo
y de la humedad relativa; a este respecto, Hansen
(1938), establecié que el numero de nicleos de la
conidia variaba directamente con el tamafio de la
espora. La conidia de un aislamiento de B. cinerea,
variaba en tamafio de 8 x 12y a 12 x 15u y el
ndmero de nlcleos variaba de 7 a 19. De acuerdo
a esto, Tolmsoff (1983), sefiala que el largo de las
esporas indica heteroploidia como un importante
mecanismo de variacién entre hongos.

Un aspecto importante de destacar fue, lo sucedido
en las cepas de la localidad de Cayumapu, donde
el total de la cepas aisladas de esta localidad no
esporulé in vitro, formando un micelio de color
blanquecino. De acuerdo a esto, Salinas y Schot
(1987), comparando aspectos morfoldgicos y fisio-
I6gicos entre aislamientos de B. cinerea, encon-
traron un aislamiento que produjo un micelio blan-
quecino que no esporuld y tampoco formé esclero-
cios, después de dos semanas de incubacién bajo
luz continua. Por ello, la incapacidad de formar
conidias por algunas cepas estudiadas, se puede
deber a tres causas: a) la falta de luz UV durante
el ensayo, ya que esta prueba fue realizada durante
los meses de invierno (junio-julio), donde la inten-
sidad luminica durante esta época, en esta zona,
es muy baja y las cepas 'solamente estuvieron
expuestas a fa luz de tubos fluorescentes en forma
indirecta por 8 hr, aproximadamente, ya que, la
estufa de cultivo no contaba con luz propia; b)
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también puede deberse a que son razas incapaces
de formar conidias bajo luz visible, tal como lo
seflalan Stewart y Long (1987), o ¢) que son razas
del hongo que no esporulan en medio de cultivo.
La accién del espectro luminoso en la formacion
de conidias en B. cinerea, es similar a lo sefialado
para el grupo UV de los hongos, tales como Alter-
naria dauci, Ascochyta pisi, Stemphylium botryo-
sum, S. solani y para la formacién de peritecios
de Pleospora herbarum (Leach y Sproston citados
por Honda y Yunoki, 1978).

El color del micelio fue comparado con la carta de
colores del The Royal Agricultural Society (19686),
donde se presentan principalmente cuatro grupos
de colores, destacandose principalmente el grupo
de los grises (Gryed-group). También se destacd
el grupo de los blancos (White-group), donde este
color estuvo predominantemente presente en aque-
llas cepas que no fueron capaces de formar coni-
dias in vitro. Gindle (1979) y Pantelejmonova y
D'yakov (1988), también han determinado policro-
matismo en el micelio de B. cinerea.

La virulencia de las cepas en estudio fue evaluada
sobre trozos de manzana, introduciéndose estos
trozos dos electrodos, los que a través de un
voltimetro midieron la resistencia eléctrica () del
tejido vegetal. La forma en que esta prueba fue
realizada, difiere de los esquemas tradicionales, ya
que no se cuantificé el complejo enzimatico, sino
que el efecto que producen las enzimas liberadas
por el hongo cuando estas actlan a nivel celular y
como consecuencia del cual el contenido de las
vacuclas es liberado (Edlich y otros, 1989). El
poseer las vacuolas iones organicos, acidos orgé-
nicos, azucares, enzimas y un surtido de metabo-
litos secundarios, facilita la conductividad eléctrica
(Taiz y Zeiger, 1991). La medicion de la resistencia
eléctrica se baséd en lo mencionado anteriormente,
ya que, al no ser afectado el tejido vegetal por las
enzimas, la resistencia eléctrica es mayor, debido
a que no hay un medio liquido suficiente para que
se produzca una mayor conductividad eléctrica. Los
resultados obtenidos sobre resistencia eléctrica de
manzana evidenci6 que el testigo sin inocular pre-
sentd una mayor resistencia al paso de la electri-
cidad. Al respecto, las cepas aisladas de las locali-
dades de Ancud y Panguipulli, no presentaron
diferencias con relacién al testigo.

Apesar que en este trabajo las enzimas producidas
por B. cinerea no fueron cuantificadas, se puede
establecer que existen diferencias entre las cepas

en cuanto a su virulencia. Esto queda claramente
evidenciado por las diferencias establecidas en la
medicién de resistencia eléctrica, especialmente
con relacién al testigo.

Frente a los resultados aqui discutidos, la variabi-
lidad de las cepas de B. cinerea, qued6 confiable-
mente demostrada, donde todos estos antecedentes
conducen a una conclusién, la cual ya ha sido
corroborada por numerosos autores, y es que B.
cinerea es una especie polifaga, la cual se adapta
a condiciones climéaticas muy variadas. A esto
debemos agregar su heterocariosis, de donde es
posible que nuevas razas fisiolégicas puedan ser
originadas facilmente, de entre las cuales cobran
importancia aquellas de renovada virulencia hacia
los hospederos estudiados.

CONCLUSIONES

- E! estudio de las caracteristicas biolégicas (ta-
mafio de conidias y virulencia) y culturales (color
y capacidad de crecimiento miceliar, tiempo de
maduracién y numero de esclerocios), de las
cepas de B. cinerea, aisladas desde especies
de importancia agricola y forestal del sur de
Chile, permiti6 establecer la existencia de un alto
grado de variabilidad en este patdgeno.

- Las caracteristicas biolégicas evaluadas, asf
como aquellas de naturaleza cultural, con la
excepcién del porcentaje de materia seca de los
esclerocios, constituyen parametros efectivos
para establecer la variabilidad entre cepas de B.
cinerea.

- Existen diferencias significativas en los valores
promedios de crecimiento diario entre las cepas
de B. cinerea aisladas y agrupadas por hospe-
dero.

- La variabilidad detectada entre las cepas de B.
cinerea, provenientes de las distintas localida-
des, puede ser atribuida a que no se utilizaron
cultivos monoconidiales, situacién que incre-
menta las posibilidades de generacién de nuevos
genotipos de patégeno, como resultado, proba-
blemente, de la naturaleza heterocariética de B.
cinerea.

- La cuantificacion de la virulencia a través de la
medicidn de la resistencia eléctrica (Q2), en trozos
de manzana inoculados con las cepas en estudio,
permitié establecer sélo pequefias diferencias en
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la capacidad de dafiar tejido entre los distintos
aislamientos de B. cinerea, debido a la reducida
sensibilidad del método.

- La mayoria de las cepas de B. cinerea en estu-
dio, esporularon in vitro, sin embargo, las cepas
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aisladas de la localidad de Ancud no evidencia-
ron formacién de conidias, lo cual podria sugerir
la presencia de genotipos que requieren de
condiciones diferentes a las ensayadas, para
alcanzar tal condicién.

RESUMEN

Se estudiaron caracteristicas culturales y biolégicas
del hongo Botrytis cinerea Pers. ex Fr., con el
propdsito de establecer grados de variabilidad entre
aislamientos obtenidos desde diferentes localida-
des. Para lo anterior se procedié al aislamiento de
B. cinerea desde cinco especies frutales y fores-
tales de importancia para la zona, tales como:
aradndano (Vaccinium corymbosum L.), eucalipto
(Eucalyptus globulus L.), frambuesa (Rubus
idaeus L.), frutilla (Fragaria x ananassa D.) y mora
(Rubus contrictus Lef. et M.), que fueron recolec-
tadas de untotal de 21 localidades, comprendidas
entre la Comuna de Loncoche a 39° lat. S, en la IX
Region y la Comuna de Ancud ubicada a 42° lat.
8, en la X Regién de Chile.

Las cepas obtenidas in vitro, fueron comparadas
en cuanto a caracteristicas biolégicas, tales como:
tamarfio de conidias, materia seca de esclerocios y
virulencia y caracteristicas culturales, tales como:
color y capacidad de crecimiento miceliar, tiempo
de maduracién y nimero de esclerocios. También,
las cepas de B. cinerea fueron comparadas y agru-
padas por hospedero, donde se detectaron diferen-
cias estadisticamente significativas en los valores
de crecimiento diario.

Las cepas fueron comparadas por localidad, mos-
trando los resultados diferencias estadisticamente
significativas entre las cepas aisladas para las
caracteristicas evaluadas, no siendo posible esta-
blecer una relacién parasito-localidad. De todas las
caracteristicas culturales evaluadas entre las cepas
de B. cinerea, la materia seca de los esclerocios
fue la Unica caracteristica que no evidencié varia-
bilidad.

Dentro de las caracteristicas biolégicas, la prueba
de virulencia realizada sobre trozos de manzana,
presentd escasa variacidn, ya que sélo pequefias
diferencias fueron observadas entre las cepas de
B. cinerea evaluadas. Sin embargo, diferencias
significativas fueron observadas en la capacidad de
esporulacion entre las cepas aisladas de B. cine-
rea, destacandose, principalmente, ia localidad de
Cayumapu, donde la totalidad de éstas no esporuld
in vitro, caracterizandose por la formacién de un
micelio de color blanquecino.

Palabras claves: arandano, eucalipto, frambuesa,
frutilia, mora, Botrytis cinerea, moho gris del
frambueso, botritis.
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