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RESUMEN

La vid (Vitis vinifera L) es una planta caducifolia con presencia en los 5 continentes.
Chile posee una superficie de 145.461 ha de vides destinadas a vinificacion, y produccién
de pisco, donde la Region del Maule presenta la mayor superficie de este cultivo, con un
total de 53.818 ha (39,5%). Dentro de las enfermedades que afectan a la vid, las
enfermedades de la madera son de alta incidencia, siendo una patologia causada por un
complejo fungoso. Entre los agentes causales, se destacan los basidiomicetes como
Inocutis jamaisensis, Inocutis sp asociados a los sintomas de pudricién blanda de la
madera. En la actualidad, no se ha realizado una caracterizacion de la patogenicidad de
estas especies utilizando varios aislados a nivel nacional. Por lo tanto, el objetivo de este
estudio fue determinar la patogenicidad en pitones y brotes, y describir el comportamiento
a temperaturas (entre 0 y 40°C, con intervalos de 5°C), de 10 aislados obtenidos desde
diferentes vifiedos ubicados en la Regién del Maule. En base a los resultados obtenidos se
logré observar que los aislados de Inocutis sp. (basidiomicetes) presentaban desarrollo
micelial dentro del rango de 5° y 35°C, teniendo como temperatura 6ptima los 30°C. , no
se observd desarrollo a los 0° y 40°C. En relacién al estudio de patogenicidad, se logro
observar lesiones en brotes inoculados con los 10 aislados de Inocutis sp. después de 4
meses en cv. Syrah y Sauvignon Blanc. Sin embargo, las lesiones fueron de pequefia
extension aunque hubo diferencias significativas, siendo mayores lesiones en el cv.
Sauvignon blanc. Para el caso de los pitones inoculados, todos los aislados causaron
lesiones necroticas significativamente mayores que el tratamiento testigo negativo,
logrando lesiones entre 61,5 a 83,9 mmy 72,5y 97,6 mm para cvs. Syrah y Sauvignon
blanc, respectivamente. Este trabajo constituye el primer estudio que caracteriza a

especies de Inocutis sp. en Chile.



ABSTRACT

The grapevine (Vitis vinifera L) is a deciduous plant with a presence in the 5 continents.
Chile has an area of 145,461 ha of vines for winemaking and pisco production, where the
Maule Region has the largest area of this crop, with a total of 53,818 ha (39.5%). Among
the diseases that affect the vine, wood diseases are of high incidence, being a pathology
caused by a fungal complex. Among the causative agents, the basidiomycetes such as
Inocutis jamaisensis, Inocutis sp, associated with the symptoms of soft rot of wood, stand
out. At present, a characterization of the pathogenicity of these species has not been
carried out using several isolates at the national level. Therefore, the objective of this study
was to determine the pathogenicity in pythons and shoots, and to describe the behavior at
temperatures (between 0 and 40 ° C, with intervals of 5 ° C), of 10 isolates obtained from
different vineyards located in the Maule region. Based on the results obtained, it was
possible to observe that the isolates of Inocutis sp. (basidiomycetes) presented mycelial
development within the range of 5 ° and 35 ° C, with an optimum temperature of 30 ° C.
, no development was observed at 0 ° and 40 ° C. In relation to the pathogenicity study, it
was possible to observe lesions in shoots inoculated with the 10 isolates of Inocutis sp.
after 4 months in cv. Syrah and Sauvignon Blanc. However, the lesions were small,
although there were significant differences, with greater lesions in the cv. Sauvignon
blanc. In the case of inoculated pythons, all isolates caused significantly larger necrotic
lesions than the negative control treatment, achieving lesions between 61.5 to 83.9 mm
and 72.5 and 97.6 mm for cvs. Syrah and Sauvignon blanc, respectively. This work
constitutes the first study to characterize Inocutis sp. in Chile.
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I. INTRODUCCION

La vid (Vitis vinifera L.) en la actualidad se distribuye en los 5 continentes siendo el
continente europeo el que concentra la mayor parte de la superficie de vifias cultivadas
(Sotés, 2011). La superficie total de vides en el mundo abarcan alrededor de 7,4 millones
de hectéreas en el afio 2016, segun lo informado por la Organizacion Internacional de la
Vifa y el Vino (OlV, 2020). Los principales paises productores son Espafia, Francia e

Italia.

En Chile, segln el catastro viticola de ODEPA (2021) cuenta con una superficie de
136.288 hectareas dedicadas para la produccion de vides de vinificacion, la superficie total
se distribuye mayoritariamente entre las regiones de Coquimbo y el Biobio, siendo la
Region del Maule la que concentra la mayor superficie (53.818 ha). Las variedades mas

plantadas son Cabernet Sauvignon (29,9%), Sauvignon Blanc (11,2%) y Merlot (8,6%).

Las plantas del género Vitis pueden ser afectadas por importantes enfermedades
fungosas a nivel mundial que incluyen el oidio de la vid (Erysiphe necator), moho gris
del racimo (Botrytis cinerea), y enfermedades de la madera (Wilcox et al., 2015; Latorre,
2018).

Segun Diaz et al. (2013), en Chile se ha logrado observar que un 22% de los vifiedos
se han visto afectados por enfermedades de la madera. Estas enfermedades pueden generar
una reduccion en la vida util de la planta, una baja en la calidad del vifiedo, incluso se
llega a presentar una merma en la produccion de los vifiedos afectados (Kaplan et al.,
2018; Gispert et al., 2020; Rodriguez de Acufia y Perera, 2020). Segun Morales et al.,
(2012) las enfermedades del tronco que afectan a los vifiedos, se vuelven mas severas y
presentan una mayor prevalencia en la planta, a medida que los vifiedos van envejeciendo.
Recientemente Larach et al (2020), demostraron que plantas adultas con muerte regresiva

de brazos asociados a Botryosphaeriaceae los rendimientos caen entre un 39 y 46%.



Los hongos basidiomicetes, segin Navarro (2013), poseen un micelio el cual tiene la
caracteristica de ser binucleado, este tipo de hongos presentan células las cuales reciben
el nombre de basidios, en los basidios se desarrollan los esterigmas (pequefios
pedunculos), cuya funcién es la de dar soporte a las esporas y basidioesporas. Esta clase

de hongos se consideran hongos superiores (Silva et al., 2010).

La reproduccién de este tipo de hongos puede llegar a ser sexuada, la cual se realiza
por medio de las basidiosporas, mientras que para la fase asexuada es por medio de los
conidios (Arenas, 2011). Las especies descritas asociadas a enfermedades de la madera en
plantas adultas, en especial con el dafio interno de pudricion blanda de la madera se
encuentra los basidiomicetes del Orden Hymenochaetales incluyendo a la especie
Fomitiporia punctata, F. mediterannea y F. polymorfica entre otras en Europa, Sudafrica
y Australia (Fischer, 2006; Cloete et al., 2015). En Argentina y Chile se ha descrito al
basidiomicete Inocutis jamaisensis afectando a vifiedos adultos con la enfermedad de la
madera denominada ‘Hoja de Malvon’ o ‘Enrollamiento clordtico’, respectivamente,

asociados a los sintomas de las hojas (Diaz et al., 2013; Cloete et al.,. 2015).

Las enfermedades de la madera se generan por un complejo de patdgenos, siendo
Phaeomoniella chlamydospora, Inocutis sp. (Hongo basidiomicete) y Diplodia seriata los
méas frecuentes (Diaz et al., 2013). Es mas, las especies como Phaeomoniella
chlamydospora y Botryosphaeriaceae se han caracterizado y estudiado en varios trabajos
a nivel nacional (Morales et al., 2012; Diaz et al., 2013; Diaz y Latorre, 2014; Larach et
al., 2020). Sin embargo, los basidiomicetes han sido estudiados parcialmente y no se
dispone informacion actual nacional sobre su caracterizacion. Por lo tanto a continuacion

se plantea la hipdtesis y objetivos del presente trabajo:



1.1 Hipotesis de trabajo

Las especies de basidiomicetes asociados a enfermedades de la madera muestran
diferencias fisioldgicas y patogénicas.

1.2 Objetivos generales.

Caracterizar especies de basidiomicetes asociados a pudricion de la madera de la vid
obtenidos en la Region del Maule.

1.3 Objetivos especificos

Determinar curva in vitro de crecimiento micelial de especies de basidiomicetes a

diferentes temperaturas (0 a 40°C).

Determinar la patogenicidad de especies de basidiomicetes en brotes y pitones de vid

en el campo.



I1. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Vid vinifera

La vid vinifera (Vitis vinifera L.) es una especie lefiosa de habito liana trepadora, la
cual pertenece a la familia Vitaceae la que posee alrededor de 1000 especies. Dentro de
esta familia se puede encontrar el género Vitis, con un total de 108 especies. El género

Vitis tiene como centros de origen Asia, Europa y Norte América.

En cuanto a la morfologia y fisiologia de la planta de vid se puede mencionar que posee
un sistema radical y la parte aérea se compuesta por tronco, brotes, hojas, zarcillos, nudos

y yemas (Hidalgo et al., 2011).

Esta especie se puede encontrar en diferentes sectores alrededor del mundo, al tener la
capacidad de adaptarse a diferentes tipos de climas, aunque el clima mas apto para el
cultivo son los de tipo templado, ya que el rango 6ptimo de temperatura de la planta va
entre los 18 y 26°C, para lograr un adecuado desarrollo, algo similar ocurre con la
capacidad de adaptacién en cuanto al tipo de suelo, ya que es un cultivo poco exigente en
cuanto a caracteristicas del suelo, aunque se ven favorecidos por suelos que poseen una
buena capacidad de drenaje, una buena profundidad y un buen nivel de materia organica
(Agrolanzarote, 2012).

El fruto de las plantas de vid vinifera corresponde a una baya, las cuales conforman el
racimo de uva (Luqguez, et al. 2002), la cual pasa a ser el érgano de interés comercial, ya

que serd una de las materias prima en el proceso de vinificacion.

La superficie mundial de vid vinifera presento una disminucién entre los afios 2000 y
2018, esto segun lo informado por ODEPA (2018), la superficie paso de 7.8 millones de

hectareas (en el afio 2000) a una superficie de 7.4 millones de hectéreas, en el afio 2018.



2.1.1 Situacion en Chile.

Segun lo presentado por ODEPA (2019), en base a la informacion recopilada por el
VIl Censo Nacional Agropecuario y Forestal, en Chile existe una superficie total de
1.303.210 hectareas dedicadas para la produccién de cultivos anuales y permanentes
(frutales y vides).

La superficie nacional de vid (pisquera y vinifera) segln catastro viticola nacional,
ocupaba un total de 145.461 hectareas, en el caso de vid vinifera posee 136.288 ha, las
cuales poseen variedades tintas y blancas (ODEPA, 2021).

Cuadro 2.1. Superficie nacional y distribucidon geogréfica de vides viniferas. Fuente:
Catastro Viticola Nacional, vides viniferas (ODEPA, 2021).

Region superficie (ha)
Avrica y Parinacota 15,00
Tarapaca 3,10
Antofagasta 4,97
Atacama 48,62
Coquimbo 3147,55
Valparaiso 9657,20
Metropolitana 11584,87
O"Higgins 45142,42
Maule 53818,68
Nuble 10172,21
Biobio 2581,87
La Araucania 84,55
Los Rios 18,50
Los Lagos 9,25
Superficie total 136.288,79

2.1.2 Situacion de la Regidon del Maule.

La Region del Maule cuenta con 53.818 hectareas dedicadas a la produccidn de vides
viniferas, transformandose asi en la region con mayor superficie dedicada a la produccion

de este tipo de cultivo, seguido por la Region de O"Higgins y la Region Metropolitana.



El total de la superficie se divide entre cepas blancas y cepas tintas con un 27 y 73%,
respectivamente (Cuadro 2.2). Fuente: Catastro Viticola Nacional (ODEPA, 2021).

Cuadro 2.2.  Superficie de cepas en la Regiéon del Maule.

Cepas. Superficie
Tintas 39527,73
Blancas 14290,95
Total 53818,68

2.1.3 Variedades tintas y blancas.

Dentro de las variedades tintas, destacan las cepas Cabernet Sauvignon, Pais, Merlot,
Carmenere y Syrah, siendo las que poseen mayor superficie a nivel regional. Mientras que
las principales cepas blancas en la Region del Maule son Sauvignon Blanc, Chardonnay,

Torontel, Sauvignon Vert y Semillon.

Cuadro 2.3. Cuadro de resumen de superficie ocupada por las principales variedades de
vid viniferas presentes en la Region del Maule. Fuente Catastro Viticola Nacional
(ODEPA, 2021).

Tipo de variedad Cultivar Superficie (ha)
Cabernet Sauvignon 15515,79
Pais 6023,81
Variedades tintas Merlot 5182,83
Carmenere 3356,46
Syrah 2292,62
Sauvignon Blanc 7712,72
Chardonnay 3760,10
Variedades blancas Torontel 559,04
Sauvignon Vert Semillon 436,07
Sauvignon Vert 407,75




2.1.4 Variedad Syrah.

La variedad Syrah en la Region del Maule ocupa el 5to lugar en cuanto a superficie
(Cuadro 2.3) con un total de 2292,62 hectareas, la variedad Syrah ha sido cultivada en
paises como Suiza, Australia, Argentina, Sudéafrica entre otros, aunque aiin no posee un
origen determinado, ya que algunos autores sugieren que es una variedad originaria de la
zona de Pakistan, Persia, mientras que para otros investigadores tendria su origen en la

zona de Siracusa, Sicilia (Matus y Rodriguez, 1998).

En lo relacionado a sus caracteristicas ampelogréficas, se puede apreciar que Syrah
posee un brote algodonoso, con coloracién blanquecina, sus tallos poseen entrenudos
largos, mientras que en lo relacionado a su hoja, cabe mencionar que es pentalobulada,
con pigmentacion débil en el haz, su seno peciolar es abierto con base en u, mientras que
los senos laterales tienden a presentar un ligero grado de superposicion, su racimo posee

una forma coénica cilindrica, es compacto con bayas elipticas (Matocg, 2004).
2.1.5 Variedad Sauvignon Blanc.

La variedad Sauvignon Blanc ocupa a nivel regional el primer lugar en superficie, con
un total de 7712,72 hectéreas (Cuadro 2.3), es una cepa originaria de Francia, esta variedad
se cultiva en paises como Chile, Francia y Estados Unidos, exactamente en la zona de
California. (Catania y Avagnina, 2007).

Sauvignon Blanc, posee como caracteristicas ampelograficas una hoja trilobulada o
pentalobulada, su seno peciolar posee una pequefia abertura, sus dientes son convexos,
mientras que su racimo se presenta compacto, en forma cénica y de tamafio mediano, sus

bayas presentan una coloracion amarilla dorada (Alcalde, 1989).



2.3 Principales enfermedades que afectan a la vid.

En primer lugar, para que una planta se vea afectada por una enfermedad deben existir
previamente 3 condiciones preponderantes para que el agente causal de la enfermedad
pueda actuar, estas condiciones son: 1) que el hospedero sea susceptible al patogeno, 2)
que el patdgeno sea virulento y como ultima condicion, 3) que las condiciones climaticas

sean favorable para el patdgeno (Alvarez, y Terborgh, 2013; Latorre, 2018).

Presencia del Patégeno

Condicione
climaticas
Favorables

Cultivo
Susceptible

Figura 2.1. Triangulo de las enfermedades: presencia del patdgeno, cultivo susceptible
y condiciones climaticas favorables. (Fuente: https://www.agro-tecnologia-
tropical.com/piramide_de_la_enfermedad.html).

La vid vinifera es susceptible a aproximadamente 29 enfermedades, cuyos agentes
causales son hongos (Gubler et al. 2015). Dentro de la lista de enfermedades asociadas a

la vid, podemos encontrar:

1) Moho gris del racimo, donde el agente causal es el hongo Botrytis cinerea (Latorre,
2018). Este hongo es de caréacter polifago, lo que quiere decir que es un hongo que puede
llegar a afectar a diferentes especies vegetales (hortalizas y frutales menores y mayores).
Los sintomas asociados a la podredumbre gris son necrosis de los tejidos, pudricion blanda

en las bayas, la cuales toman una coloracion gris, y en las hojas se puede apreciar que



estas se cubren con moho gris. El indculo del hongo puede encontrarse en restos de tejidos

infectados o en el suelo (Latorre, 2018; Arranz et al, 2000).

2) Oidio de la vid, es causado por el hongo Erysiphe necator (Latorre, 2018; Fuertes,
2015). El oidio es una de las enfermedades mas importantes en los vifiedos chilenos
(Latorre et al, 2007), ya que parasita exclusivamente a este cultivo, dentro de los sintomas
podemos apreciar manchas con coloracion blanquecina (en este caso corresponde al signo
de la enfermedad), estas manchas se pueden encontrar en zonas de tejidos verdes y aéreos
(Bendek, 2002) y que no reciban luz solar de forma directa. El hongo se puede diseminar
entre las plantas por la accion del viento, el cual traslada las conidias y ascosporas (fase
asexual de U. necator), este hongo puede sobrevivir en yemas infectadas de la temporada

anterior, en forma de micelio (Latorre, et al, 2007).
2.3.1 Enfermedades de la madera de la vid.

Segun Urtez-Torres et al (2006), Diaz et al (2013), Bertsch et al (2013) y Gramaje et
al (2018) en la actualidad las enfermedades que afectan a la madera se encuentran dentro
de las méas dafiinas y destructivas en la vid, afectando la edad productiva de los vifiedos.
Sin embargo, la literatura es muy extensa reportando estas enfermedades en diferentes
especies frutales a nivel mundial incluyendo California, E.E.U.U (Urbez-Torres et al.,
2006; McDonald y Eskalen, 2011), Espafia (Gramaje et al., 2012), Italia (Guarnaccia et
al., 2016), Per0 (Rodriguez-Galvez et al., 2020), Uruguay (Sessa et al., 2016) y Sudéafrica
(Slippers et al., 2013).

En Chile las enfermedades de la madera afectan a otros hospederos frutales como
arandanos (Espinoza et al., 2009), avellanos europeos (Guerrero y Perez, 2013), nogales
(Diaz et al., 2018), manzanos (Diaz et al., 2019), kiwis (Diaz et al., 2021), uva de mesa
(Morales et al., 2012), uva para vino (Diaz et al., 2013) y paltos (Valencia et al., 2019).

En nuestro pais, segun lo expuesto por Diaz, et al (2013) los agentes patdgenos mas
frecuentes de vides en Chile son D. seriata, Inocutis sp. y P. chlamydospora, estos hongos
son algunos de los agentes causales de enfermedades de la madera en vides, la principal
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via de ingreso de estos hongos y en general de los hongos que causan enfermedades de la

madera son las heridas frescas, producidas por los cortes de podas (Sepulveda, 2012).
2.3.2 Basidiomicetes generalidades y especies presentes en vides.

Los hongos basidiomicetes pertenecen a un grupo que retne aproximadamente 30.000
especies (Rojas, 2013), los hongos presentan como caracteristica principal la presencia de
basidios, algunas de las especies de basidiomicetes son capaces de llegar a degradar o
descomponer la lignina. Estos hongos producen sus esporas sexuales llamadas
basidiosporas, las cuales se pueden encontrar en el basidio, este tltimo corresponde a una

estructura productoras de esporas (Agrios, 2005).

p)
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3 ) B s = Y asidioc joven
5 veloparcial i\i\“\\\\\ 7 X icarioti
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Lot W\ .\\\\ il
ldminas AN (v}
12 meiosis
médula del pie 75, anillo @
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2 pie =
volva
formacion de
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veloparcisl P % @ basidioesporas

‘ ':Q{,‘ i . o
Y o hbe'ra.mon de
. ‘ basidioesporas

micelio dicariotico Micelio monocaridtico

micelio monocaridtico

Figura 2.2. Ciclo sexual de hongos basidiomicetes. (Fuente: Kuhar, 2013).

Las esporas de los basidiomicetes poseen diferentes formas, colores y tamafos, estos
aspectos son importantes para reconocer a las diferentes especies que pertenecen a este

grupo de hongos (Urcelay et al, 2012a).
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Figura 2.3. Esquematizacion del ciclo biol6gico de los hongos de la madera. 1. Grupo
de esporas dispersadas por accion del viento; 2. Espora depositada sobre la madera (el
ingreso es por cortes o heridas presente en la madera); 3. Desarrollo del micelio primario;
4. Desarrollo del micelio secundario (union de las hifas y desarrollo del micelio
dicariotico); 5. Crecimiento o desarrollo del cuerpo de fructificacion; 6. Basidioma

productor de esporas. Fuente: Urcelay et al, (2012c).

Segin Andrade et al (2012) existen algunas especies comestible dentro de los

basidiomicetes, como lo es el caso del champifion comdn (Agaricus bisporus).

La especie Inocutis jamainencis (sin. Inonotus jamainencis), es un hongo perteneciente
a la division Basidiomycota, orden Hymenochaetales. 1. jamainencis posee registros de
haber sido descrito por primera vez durante el afio 1904 en Jamaica, mientras que en
Uruguay fue colectado en 1914 por primera vez, en nuestro pais I. jamainencis esta
asociado con el enrollamiento clorético de la hoja, este hongo puede llegar a generar una

podredumbre blanca, esta pudricion blanquecina se debe a que durante el proceso de
11



descomposicion se degrada la celulosa y lignina (Cloete et al, 2015). Segun lo informado
por Overton et al (2006), existen 3 enzimas las cuales cumplen un rol fundamental en el
proceso de degradacion de la lignina, estas son una feniloxidasa, una peroxidasa de lignina
y otra peroxidasa de lignina, la cual es dependiente del manganeso. Esta especie posee
hifas septadas y esporas elipsoides, con coloraciones que van desde la tonalidad amarilla

hasta castafio oscuro (Urcelay et al, 2012b).

La especie Stereum hirsutum (=Thelephora hirsuta), pertenece a la division
basidiomycota, orden Aphyllophorales. Cominmente se pueden encontrar los cuerpos
fructiferos de S. hirsutum, en restos de vides deterioradas o abandonadas, con presencia
de podredumbre esponjosa (Cobos, 1989; Armengol et al, 2001).

S. hirsutum, se encuentra comdnmente relacionado con la enfermedad de la Esca,
aunque es poco relevante dentro del complejo de hongos que da origen a esta enfermedad,
dentro de este complejo de hongos destaca la especie basidiomicete Fomitiporia

mediterranea (Bruno et al, 2007).

Las especies descritas asociadas a enfermedades de la madera en plantas adultas, en
especial con el dafio interno de pudricion blanda de la madera se encuentra los
basidiomicetes del Orden Hymenochaetales incluyendo a la especie Fomitiporia punctata,
F. mediterannea y F. polymorfica entre otras en Europa, Sudéafrica y Australia (Fischer,
2006; Cloete et al., 2015). En Argentina y Chile se ha descrito al basidiomicete Inocutis
jamaisensis afectando a vifiedos adultos con la enfermedad de la madera denominada
‘Hoja de Malvon’ o ‘Enrollamiento clorético’, respectivamente, asociados a los sintomas

de las hojas (Diaz et al., 2013; Cloete et al., 2015).

En la actualidad no hay estudios que hayan estudiado caracteristicas en basiodiomicetes
utilizando varios aislados para determinar el grado de agresividad o el efecto de la

temperatura sobre el crecimiento de estos.
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I11. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Ubicacion del ensayo.

El estudio se llevd a cabo en las dependencias del laboratorio de Patologia Frutal,
adjunto a la Facultad de Ciencias Agrarias, el cual se ubica en el campus Talca de la
Universidad de Talca. Ademas se utilizaron las dependencias de la estacion experimental
Panguilemo, el cual pertenece a la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de

Talca.

3.2 Obtencion de aislados fungosos.

Los aislados (n= 10 aislados) utilizados se obtuvieron previamente desde vifiedos que
presentaban plantas de vides con muerte regresiva de brazos en diferentes vifiedos de la
Region del Maule, ubicados en Curico, Mariposas, Pencahue, Rauco y Romeral. Estos
aislados fueron obtenidos desde plantas con brazos que presentaban muerte parcial y
brotes con entrenudos cortos y deformes acompafiados con pudriciones blandas de la
madera (Cuadro 3.2).

Cuadro 3.2. Aislados de basidiomicetes obtenidos desde brazos con muerte regresiva en
diferentes vifiedos localizados en la Region del Maule, utilizados en el estudio.

Muestra Localidad Aislado

1254 QR1-Brazo PB 1.0 Pencahue Bas-PB-1
663 QR6 Brazo PB 6.1 Pencahue Bas-PB-2
QR8 Brazo PD 19 Curicé Bas-PB-3
1052 Brazo PB 5.1 Pencahue Bas-PB-4
Brazo-PB-1.0 Romeral Bas-PB-5
QR5 Brazo PD 18 Rauco Bas-PB-6
QR8 Brazo PD 8.1 Mariposas Bas-PB-7
QR7 Brazo PN 7.0 Mariposas Bas-PB-8
QR2 Brazo Sta Raquel PB Maule Bas-PB-9
663 QR5 Brazo PB 5.1 Pencahue Bas-PB-10

13



3.3 Efecto de la temperatura en el crecimiento micelial.

Los 10 aislados (Cuadro 3.1), fueron utilizados para determinar la temperatura 6ptima
para su crecimiento. Con este proposito, cultivos puros en medio de APD (2%) de cada
aislamiento de 7 dias de incubacion a 20°C, se le tom6 un trozo de agar de 5 mm de
didmetro y se coloca en el centro de placas de Petri con APD frescas, empleando 3
repeticiones por cada aislado. Las placas se colocaron a diferentes intervalos de
temperaturas de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40°C por 7 dias camara de crecimiento. La
evaluacion del crecimiento micelial de cada aislado se realiz6 midiendo dos didmetros

perpendiculares en cada aislado, mediante un pie de metro electronico (Mitutoyo, Japén).

3.4 Inoculacién en brotes y pitones de vid vinifera.

El estudio de inoculaciéon se llevd a cabo en las dependencias de la Estacion
Experimental Panguilemo, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad de Talca. Se utilizaron los 10 aislados de basidiomicetes descritos en el
cuadro 3.1. Con este objetivo se seleccionaron 20 plantas adultas de 15 afios de edad de
las variedades Syrah y Sauvignon Blanc en pie franco bajo conduccién en espaldera.

Para la inoculacidon de brotes se seleccionaron 10 brotes verdes aparentemente sanos (1
cm de didmetro), durante el mes de Septiembre se les realiz6 un herida aséptica
(sacabocado de acero inoxidable) en la parte media del brote. Después de 24 horas, las
heridas se inocularon con un trozo inverso de agar con crecimiento activo de cada aislado
de basidiomicetes de 7 dias de edad, sellando la zona inoculada con parafilm para evitar
la deshidratacién. Un igual nimero de brotes (n=10) heridos, se inocularon con un trozo
de agar estéril como tratamiento testigo. Después de 4 meses, se observaron las lesiones
y se realizo la poda de los brotes para ser transportados al laboratorio para realizar la

medicion en longitud de las lesiones (mm).
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N

Figura 3.1. Proceso de inoculacion de ramillas de vid, con discos de agar con micelio

activo.

Para la inoculacion de pitones se seleccionaron 10 pitones aparentemente sanos (1 cm
de didmetro), durante el mes de Agosto se les realizd un herida aséptica (sacabocado de
acero inoxidable) en la parte media del brote. Después de 24 horas, las heridas se
inocularon con un trozo inverso de agar con crecimiento activo de cada aislado de
basidiomicetes de 7 dias de edad, sellando la zona inoculada con parafilm para evitar la
deshidratacién. Un igual nimero de pitones (n=10) heridos, se inocularon con un trozo de
agar estéril como tratamiento testigo. Después de 8 meses, se observaron las lesiones y se
realizo la poda de los pitones para ser transportados al laboratorio para realizar la medicién
en longitud de las lesiones (mm).
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3.5. Andlisis estadistico y disefio experimental.

Se realiz6 un analisis de varianza (ANDEVA) mediante el software STATGRAPHICS
Centurion con la finalidad de encontrar diferencias estadisticas entre cada uno de los
factores evaluados. Para esto se llevo a cabo una prueba de maltiples rangos para evaluar
e identificar diferencias estadisticas entre la patogenicidad de los 10 aislados y el dafio en
pitones y brotes (comparacion de medias Tukey < 0,05). Para la homogeneidad de los

datos se utilizo el test de Levenne con valor —p >0,05.
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Crecimiento micelial (mm).

IV. RESULTADOS.

4.1 Efecto de la temperatura en el crecimiento micelial.

Todos los aislados de Basidiomicetes incluyendo desde los aislados Bas-PB-1 al Bas-

PB-10 presentaron un rango de crecimiento entre los 5° y 35°C (Figura 4.1), con valores

de 7,46 a 14,36 mm, respectivamente. EI maximo crecimiento se presenté a los 30°C,

logrando el rango de crecimiento micelial desde 50 mm (Bas-PB-7) hasta los 95 mm (Bas-

PB-3). El crecimiento fue nulo a 40°C, luego de 7 dias de incubacién. Los aislados Bas-

PB-3 y Bas-PB-8 fueron los que presentaron un mayor rango de crecimiento micelial al

cabo de 7 dias de incubacion, mientas que el resto de los aislados presentaron una curva

de crecimiento similar (Figura 4.1y Figura 4.2).
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Figura 4.1. Curva de temperatura de los 10 aislados de Basidiomicetes en medio de
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4.1.1 Patrones de crecimiento micelial.

Los aislados basidiomicetes presentaron colonias de coloracion blanquecina, la tasa de
crecimiento vario entre los aislados, siendo Bas-PB-3 y Bas-PB-8 los que cubrieron una

mayor superficie de la placa con APD-2%.

Figura 4.2. Patrones de crecimiento micelial luego de 7 dias sometidos a 20°C. (A) Bas-
PB-1, (B) Bas-PB-2, (C) Bas-PB-3, (D) Bas-PB-4, (E) Bas-PB-5, (F) Bas-PB-6, (G) Bas-
PB-7, (H) Bas-PB-8, (1) Bas-PB-9 y (J) Bas-PB-10.
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4.2 Patogenicidad de los hongos basidiomicetes.

4.2.1 Patogenicidad en brotes de vid.

En todos los brotes inoculados de vid cv. Syrah, se desarrollaron lesiones de color
pardo, que variaron significativamente de acuerdo al aislado utilizado (Figura 4.3 y Figura
4.4). Sin embargo, solo los aislados Bas-PB-1, Bas-PB-6 y Bas-PB-7, se diferenciaron
significativamente el largo de las lesiones al comprarlo con el tratamiento testigo (sin

indculo), con lesiones de 19,9; 15,1 y 18,7 mm de longitud, respectivamente (Figura 4.4.).

Figura 4.3. Lesion externa (cancro) e interna (lesidn necrotica) en brotes después de 4

meses en el campo cv. Syrah, inoculados con el aislado Bas-PB-1.

19



Bas-

Bas- 1|Bas- 2|Bas- 3|Bas- 4|Bas- 5|Bas- 6|Bas- 7|Bas- B|Bas-9) 10

TO

E—— 10,3 ab

F———= 113 6abcdef

EP—=— 14,2 abcdefg

E=—113,9 ghcdefg

= i 18,7 fghi

P 15,1 cdefgh

=106 ab

——= | 1oeabc

= i 13,4 abcde

P——=— 136abcdef

i 19,9 hi

10 15 20 25 30

H Lesion en Brote (mm, 4 meses)

Figura 4.4. Lesion (mm) desarrollada en la prueba de patogenicidad de aislados de

basidiomicetes obtenidos desde brazos con muerte regresiva de vid inoculados con trozo

de micelio en brotes verdes del cultivar Syrah después de 4 meses en Panguilemo, Talca.

En el caso de los brotes inoculados de vid cv. Sauvignon blanc, después de 4 meses en

el campo, se desarrollaron lesiones de color pardo, que variaron significativamente de

acuerdo al aislado utilizado (Figura 4.5). Todos los aislados mostraron significativamente

mayores lesiones que el tratamiento testigo, con la excepcion del aislado Bas-PB-7 (Figura

4.2.). El rango de lesiones fue entre 10,5y 21,1 mm en los brotes inoculados los aislados

Bas-PB-7 y Bas-PB-8 respectivamente (Figura 4.5.).
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Figura 4.5. Lesion (mm) desarrollada en la prueba de patogenicidad de aislados de
basidiomicetes obtenidos desde brazos con muerte regresiva de vid inoculados con trozo
de micelio en brotes verdes del cultivar Sauvignon Blanc después de 4 meses en

Panguilemo, Talca.
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4.3.2 Patogenicidad en pitones de vid.

En los pitones lignificados inoculados de vid cv. Syrah, se desarrollaron lesiones
necréticas de color pardo después de 8 meses en el campo. Las lesiones variaron
significativamente de acuerdo al aislado utilizado (Figura 4.6 y Figura 4.7). Todos los
aislados se diferenciaron significativamente (P< 0,05) en la extensién de la lesion en la
madera al compararlo con el tratamiento testigo (sin inéculo), con un rango de lesiones

entre 61,5 y 83,9 mm de longitud entre los aislados Bas-PB-7 y Bas-PB-2,

respectivamente (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Lesiones en pitones lignificados cv. Sauvignon blanc, después de 8 meses
en el campo. Piton del tratamiento testigo (solo agar) con lesion muy localizada al sitio de

inoculacidn. Lesion necrética en pitdn inoculados con el aislado BAS-PB-10.
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Figura 4.7. Lesion (mm) desarrollada en la prueba de patogenicidad de aislados de
basidiomicetes obtenidos desde brazos con muerte regresiva de vid inoculados con trozo
de micelio en pitones lignificados del cultivar Syrah después de 8 meses en Panguilemo,

Talca.

Después de 8 meses, los pitones lignificados inoculados de vid cv. Sauvignon blanc, se
desarrollaron lesiones necréticas de color pardo en el campo. Las lesiones variaron
significativamente de acuerdo al aislado utilizado (Figura 4.6 y Figura 4.8). Todos los
aislados se diferenciaron significativamente (P< 0,05) en la extensién de la lesion en la
madera al compararlo con el tratamiento testigo (sin indculo), con un rango de lesiones
entre 72,5y 97,6 mm de longitud para los aislados Bas-PB-6 y Bas-PB-5, respectivamente
(Figura 4.6 y Figura 4.8).
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Figura 4.8. Lesion (mm) desarrollada en la prueba de patogenicidad de aislados de
basidiomicetes obtenidos desde brazos con muerte regresiva de vid inoculados con trozo
de micelio en pitones lignificados del cultivar Sauvignon Blanc despues de 8 meses en
Panguilemo, Talca.
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V. DISCUSION.

El presente estudio permitio caracterizar a 10 aislados de basidiomicetes pertenecientes
a Inocutis sp., obteniendo una curva de temperaturas entre 0 y 40°C, y demostrar la
patogenicidad en brotes inoculados y pitones lignificados de vides cvs. Syrah y Sauvignon
blanc. Por lo tanto, el presente trabajo es el primer estudio que caracteriza a varios aislados

de Inocutis sp. asociados a enfermedades de la madera de la vid en Chile.

El actual trabajo permiti6 obtener una curva de crecimiento de los aislados de Inocutis
sp., que presentaron un desarrollo micelial dentro del rango de temperatura desde los 5°C
hasta los 35°C, con una temperatura optima de 30°C, para los 10 aislados. Sin embargo,
dos aislados presentaron mayores crecimiento que los restantes 8 aislados. En el trabajo
de Sepulveda (2012), determind la curva de crecimiento de hongos basidiomicetes
degradadores de madera de vid; con un rango entre 25° y 30°C, lo cual coincide con los
resultados obtenidos en el presente estudio. Estos resultados también se asemejan a los
presentados por Rios et al (2017), donde el maximo crecimiento fue a los 27°C de las
muestras de hongos basidiomicetes utilizadas en su investigacion (Pleurotus spp. y
Auricularia spp.). Similarmente, también fue obtenido por Gbolagade et al (2006), con un
rango optimo de crecimiento entre 25° y 30°C para el basidiomicete Pleurotus florida. El
hongo basidiomicete Pleurotus ostreatus, obtuvo el maximo desarrollo entre los 20° y
30°C (Pineda et al, 2013).

Las pruebas de patogenicidad realizadas en los brotes cvs. Syrah y Sauvignon blanc,
donde se causaron lesiones significativas, después de 4 meses en el campo en Panguilemo,
Region del Maule. Estos resultados son similares con los realizado previamente por Diaz
et al. (2013), donde el aislado de Inocutis sp. fue patogénico en brotes causando lesiones,
aunque en promedio fue de 19 mm, después de 2 meses de incubacién en el campo, Alto
Jahuel, Region Metropolitana. Por otro lado, las inoculaciones sobre los pitones

lignificados, se obtuvieron lesiones considerables.

En un estudio llevado a cabo por Gatica et al (2004) sobre especies de Phellinus y su

relacién con los sintomas de hoja de malvon en las hojas y la descomposicién de la madera
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en vides en Argentina, permitié reconocer luego de un periodo de 6 afios a I. jamaicensis
como agente causal de pudricion blanca (Cloete, et al, 2015). La pudricion blanca en vides,
se atribuye a la degradacion de la lignina, esto debido a las enzimas extracelulares, las
cuales son liberadas por los hongos basidiomicetes, los cuales pueden degradar la lignina

de manera mas eficiente (Cloete, et al, 2015).

Las especies de basidiomicetes que han sido descrito asociados a la pudricion blanda
de la madera en vides, incluyen a Fomitiporia (F.) punctata y F. mediterranea en Europa
y Asia, F. polymorfica en Norteamerica, F. australiensis (Australia) e Inocutis en
Sudamérica (Fisher et al., 2006). En Sudéfrica, se han descrito a los basidiomicetes F.
capensis, Fomitiporella sp., Phellinus resupanatus e Inonotus setuloso-croceus (Cloete et
al., 2015). En Chile, Inocutis sp. fue descrito en plantas de vides con enfermedades del
tronco y muerte de brazos, en donde presento un total del 47% de positividad de un total
de 617 muestras (Diaz et al, 2013). En Argentina se ha descrito al hymenochaetales I.
jamaicensis como el basidiomicete asociado con la enfermedad de la hoja de malvon en
vid en vifiedos adultos (Lupo et al, 2006; Fisher, 2006). Recientemente, Inocutis
jamaicensis ha sido reclasificada como Arambarria cognata, en aislados estudiados de
Uruguay, Argentina y Chile (Pildain et al., 2017). Estos mismos autores, indican que la
especie Inocutis jamaicensis estan estrictamente localizados en el hemisferio norte de
América. En la actualidad se estan llevando a cabo las identificaciones moleculares de los
10 aislados donde inicialmente, 8 aislados corresponderian a Arambarria en base a los
genes ITS y EF-l-alfa (Comunicacion personal, G. Diaz). Esta informacién debe
ratificarse para poder tener una identificacion correcta mediante analisis filogenéticos y
tener una clara caracterizacion del basidiomicete que se encuentra en Chile, y poder
realizar estudios asociados a la epidemiologia de esta clase de hongos en las enfermedades

de la madera en Chile.
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V1. CONCLUSIONES.

En base a los datos obtenidos del estudio realizado se logré concluir que:

e Las muestras de hongos basidiomicetes logran crecer a temperaturas que van entre
los 5y 35°C.

e El cultivar Sauvignon Blanc fue més susceptible al ataque de hongos de la madera.
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