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RESUMEN

Las enfermedades de madera de la vid (EMV) son uno de los problemas
fitosanitarios mas relevantes que afectan al vifiedo. Siendo las especies
Phaeomoniella chlamydospora, Diplodia seriata, e Inocutis sp. los de mayor
frecuencia encontrados en plantas adultas con EMV. El uso de biocontrol con
especies de Trichoderma y micorrizas en EMV surge como una alternativa de
control de estas enfermedades. En el actual trabajo, Estacas de vid enraizadas
cv. Cabernet Sauvignon clon #337 sobre portainjerto 101-14 (Vitis riparia x Vitis
rupestris), fueron tratadas con las bioformulaciones comerciales Mammul®
(Bionectria ochroleuca Cepa Mitique, Trichoderma gamssi Cepa Volqui,
Hypocrea virens Cepa Nire) y TIFI® (Trichoderma atroviride cepa MUCL 45632)
junto a los productos micorricicos AEGIS-Gel® (Glomus intraradices, Glomus
mosseae) y OIKO-RHIZA-E® (Pisolithus tinctorius, Rhizopogon villosulfus, R.
luteolus, R. amylopogon, R. fulvigleba y Scleroderma citrinun). Las plantas
protegidas con los tratamientos fueron inoculadas con Phaeomoniella
chlamydospora y Diplodia seriata. Después de 22 meses de inoculacién se
determiné la conductancia estomatica, contenido de clorofila, macroelementos,
microelementos, almiddn, glucosa y fructosa. Ademas, se determindé la deteccion
y cuantificacién de P. chlamydospora y D. seriata por gPCR desde las plantas,
con el objetivo de determinar la eficacia en la proteccion conferida por
Trichoderma y micorriza en etapa de vivero. Los resultados obtenidos evidencian
contenidos de clorofila significativamente mayores en el factor Trichoderma (T)
inoculadas con P. chlamydospora y D. seriata. La fructosa y glucosa en raices
fueron significativamente mayores en plantas infectadas por P. chlamydospora y
D. seriata. Ambos patégenos fueron exitosamente detectados por gPCR, desde

plantas testigo y con tratamientos preventivos.

Palabras claves: Trichoderma; micorriza; enfermedades de la madera de la vid;

deteccién molecular.



ABSTRACT

The grapevine trunk diseases (GTDs) are one of the most relevant phytosanitary
problems in the vineyards. GTDs are causes by several fungal species. In Chile,
the species Phaeomoniella chlamydospora, Diplodia seriata, and Inocutis sp. are
the most frequently fungal trunk pathogens obtained from adult plant with GTDs.
Currently, there is no effective control other than cutting affected sectors and
starting for replanting in several cases. The use of Trichoderma species and
mycorrhizal in GTDs emerges as an alternative to control these diseases,
respectful for the environment. In the current study, grapevine cv. Cabernet
Sauvignon clon #337 on rootstock 101-14 (Vitis riparia x Vitis rupestris), were
treated with the commercial bioformulations Mammul® (Bionectria ochroleuca
Strain Mitique, Trichoderma gamssi Strain Volqui, Hypocrea virens Strain Nire)
and TIFI® (Trichoderma atroviride Strain MUCL 45632) along with others
mycorrhizal products AEGIS-Gel® (Glomus intraradices, Glomus mosseae) and
OIKO-RHIZA-E® (Pisolithus tinctorius, Rhizopogon villosulfus, R. luteolus, R.
amylopogon, R. fulvigleba and Scleroderma citrinun). The plants protected with
the treatments were inoculated with Phaeomoniella chlamydospora and Diplodia
seriata. After 22 months of inoculation, it was determined the stomatal
conductance, chlorophyll contents, macroelements, microelements, starch,
glucose and fructose. Moreover, the detection and quantifications of P.
chlamydospora and D. seriata from by gPCR from plants. with the aim of
determining the effectiveness of protection conferred by the Trichoderma and
mycorrhizal nursery stage. The results obtained show significantly higher
chlorophyll contents in the factor Trichoderma (T) inoculated with P.
chlamydospora y D. seriata. The contents of fructose and glucose in roots are
significantly higher in infected plants by P. chlamydospora regarding the witness.
Both pathogens were successfully detected by gPCR, from control plants and with

preventive treatments.
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| INTRODUCCION

La viticultura es una de las actividades agricolas de mayor importancia a nivel
mundial, por el valor econédmico que genera. Actualmente se producen 77,8
millones de toneladas (Mt) de uvas, donde el 57% de la produccién es destinada

a la produccion de vino (OIV, 2019).

La produccion mundial de vino en el afio 2018 fue de 292 millones de hectolitros
(MhL). Italia es el mayor productor con 54,8 MhL, seguidos por Francia 48,6 MhL
y Espafia 44,4 MhL. Mientras, Chile es el sexto en produccion con 12,9 MhL (OIV,
2019), ademas, es el cuarto exportador en el mundo (USDA Foreign Agricultural
Center, 2019).

Chile, es un importante productor de vino a nivel mundial con 136.288 ha
plantadas, de ellas 35.924 ha corresponden a cepas blancas y 100.364 ha a
cepas tintas, generando una produccién de 10,3 MhL. Los cultivares (cvs.)
principales son Cabernet Sauvignon 40.205 ha, Merlot 11.757 ha, Carménére
10.732 ha en variedades tintas y cvs. Sauvignon blanc 15.222 ha y Chardonnay
11.124 ha en variedades blancas. ElI Maule es la region con mayor superficie
destinada a la viticultura, con 53.818 ha plantadas (Odepa, 2021; SAG, 2021).

La vid (Vitis vinifera L.), es afectada por diversas enfermedades originadas por
distintos agentes causales, siendo las principales de origen bacterial, viral y
fungico. Las enfermedades de origen fungico de mayor importancia son el Oidio
de la Vid, agente causal Erysiphe necator Schw., caracterizado por la presencia
de un micelio blanco de aspecto polvoriento en la superficie de los brotes, hojas,
sarmientos y racimos. Mientras, la Pudricion Gris del Racimo o Moho Gris,
causado por Botrytis cinerea Pers., provoca un atizonamiento, desarrollo de
cancros en la base de los brotes y pudriciones de bayas y racimos que
generalmente van acompafiados de abundante esporulacion (Latorre, 2018).



Las enfermedades de la madera de la vid (EMV) son causadas por una diversa
variedad de hongos fitopatdgenos descritos bajo nueve diferentes familias
(Mondello et al., 2018). Estos patdgenos causan decoloracion y necrosis en la
madera, diferentes sintomas foliares, causando dafios con la subsecuente
muerte de brotes, brazos, incluso la planta completa. Actualmente, las EMV
representan el mayor desafio de la viticultura en el mundo debido que
comprometen la productividad y longevidad del vifiedo (Gramaje et al., 2018). En
Chile, asi como en otras partes del mundo donde se cultive la vid, las especies
P. chlamydospora, D. seriata, e Inocutis sp. son los aislados con mayor
frecuencia obtenidos desde plantas adultas con EMV; adicionalmente, estos
agentes causales pueden ser hallados en forma individual o co-existiendo en una

misma planta de vid (Diaz y Latorre, 2013; 2014).

En la actualidad, la proteccion tradicional incluye practicas culturales como podas
tardias (Munkvold et al., 1994) y proteccion de los cortes de poda con pinturas
con fungicidas como benomilo y tebuconazol (Diaz y Latorre, 2013). Aun asi, no
existe tratamiento curativo para las EMV (Gramaje et al., 2018; Mondello et al.,
2018; Sosnowski y Mundy, 2018).

La proteccion tradicional radica en uso de fungicidas aplicados en cortes de poda;
la eficacia de fungicidas en los cortes de poda contra especies de
Botryosphaeriaceae ha sido demostrada (Pitt et al., 2012; Diaz y Latorre, 2013;
Sosnowski y Mundy, 2018; Mutawila et al., 2015). Adicionalmente, el uso de
barreras fisicas como pinturas o pastas, con y sin fungicidas ha mostrado un
efectivo control de Botryosphaeriaceae y Phaeomoniella chlamydospora
(Rolshausen et al., 2010; Pitt et al., 2012; Diaz y Latorre, 2013). Actualmente, los
tratamientos disponibles no son totalmente eficientes para el control de las EMV
(Mondello et al., 2018; Gramaje et al., 2018). El uso de biocontrol de EMV surge
como una alternativa. Por ejemplo, el uso de Trichoderma para proteccion de
cortes de poda (Halleen et al., 2010; Mondello et al., 2018). Y el uso de micorrizas

en enfermedad de Pie Negro incrementé la tolerancia a la podredumbre de raices



provocando un lento desarrollo de sintomas en plantas micorrizadas e infectadas

con Armillaria mellea (Nogales et al., 2009).

El propdsito de este trabajo fue evaluar la eficacia a largo plazo en la proteccion
proporcionada por bioformulaciones basadas en productos de Trichoderma y
micorrizas aplicadas en etapa de vivero frente a una infeccién de dos hongos de
la madera como P. chlamydospora y D. seriata en los parametros de
conductancia estomatica, contenidos de clorofila, macro y microelementos
nutricionales, almidén, fructosa, glucosa y en la deteccion y cuantificacion por

gPCR de los patégenos inoculados.



1.1 Hipotesis
El refuerzo biolégico de bioformulaciones de Trichoderma spp. Yy
micorrizas en plantas de Vitis vinifera L. en etapas de vivero confiere
un efecto protector a largo plazo frente a enfermedades de la madera
producidas por Diplodia seriata y Phaeomoniella chlamydospora.

1.2 Objetivo general
Determinar la eficacia de la proteccibn con Trichoderma spp. Yy
micorrizas comerciales en plantas de vid, frente a una infeccion por
Diplodia seriata y Phaeomoniella chlamydospora.

1.3 Objetivos especificos

1.3.1 Determinar el avance de lesiones necréticas producto de la colonizacién
de Diplodia seriata y Phaeomoniella chlamydospora en plantas de vid
tratadas con bioformulaciones de Trichoderma spp. y micorrizas.

1.3.2 Determinar el efecto de Diplodia seriata y Phaeomoniella chlamydospora
sobre parametros fisiologicos en plantas de vid tratadas con
bioformulaciones de Trichoderma spp. y micorrizas.

1.3.3 Detectar y cuantificar Diplodia seriata y Phaeomoniella chlamydospora por
gPCR en plantas de vid tratadas con bioformulaciones de Trichoderma y
micorrizas.



Il REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antecedentes del cultivo de la Vid

La vid, (Vitis vinifera L.), es una de las especies mas cultivadas en el mundo para
produccion de fruta y vinificacion. La superficie total plantada de vides en el
mundo es de 7,4 millones de hectareas y su produccion es de 77,8 millones de
toneladas (Mt). Los principales productores a nivel mundial son China, Italia y
E.E.U.U con 11, 7; 8,6 y 6,9 Mt, respectivamente. Chile es el noveno productor
con 2,5 Mt (OlV, 2019). Adicionalmente, Chile es el primer y el cuarto exportador

de uvas y vinos, respectivamente (USDA Foreign Agricultural Center 2019).

Chile cuenta actualmente con una superficie plantada de vid de 193.295 ha,
donde 9.173 ha corresponden a vid pisquera; 47.834 y 136.289 ha plantadas
estan destinadas a la produccion de vid de mesa y produccién de vinos,
respectivamente (Odepa, 2021). La principal zona vitivinicola en Chile es la
Region del Maule, con 53.818 ha plantadas, destacando los cultivares (cvs.),
Cabernet Sauvignon, Merlot, Carménére en variedades tintas y cvs. Sauvignon
blanc y Chardonnay en variedades blancas (Odepa, 2021; SAG, 2021).

2.2 Principales enfermedades fungosas que afectan ala vid

La vid es afectada por un gran numero de enfermedades, entre las mas
importantes a nivel internacional como nacional se encuentran enfermedades
fungosas que incluyen al Oidio de la Vid y Pudricion Gris del Racimo. La micosis
oidio de la vid causado por Erysiphe necator, se caracteriza por la presencia de
un micelio blanco de aspecto polvoriento en la superficie de los brotes, hojas,
sarmientos y racimos, provocando una deshidratacion de los tejidos (Latorre,
2018). Por otro lado, la Pudricion Gris del Racimo causado por Botrytis cinerea,

produce atizonamiento, desarrollo de cancros en la base de los brotes y



pudriciones de bayas y racimos que generalmente van acompafados de
abundante esporulaciéon (Latorre, 2018), causando importantes pérdidas
econdémicas. Por ejemplo, Elmer y Michailides (2004) estimaron el impacto

econdmico de B. cinerea en vides en US$2 billones/afo.

Sin embargo, en las ultimas décadas las enfermedades de la madera de la vid
(EMV) han evidenciado un importante incremento en su prevalencia. En muchas
regiones de Australia el 100% de los vifiedos antiguos estan infectados por
Eutypa lata y Botryosphaeria spp. y se reportan pérdidas en el rendimiento de
890 kg/ha (Wicks y Davies, 1999). En Espafia la incidencia de EMV se incremento
desde un 1,8% en el 2001 al 7% al afio 2006 (Martin y Cobos, 2007); en Italia la
incidencia de EMV fluctia de un 8-19%; Argentina un 30% de los vifiedos
antiguos estan afectados (De La Fuente, 2016). Canada, reportd un 90% de
vifiedos afectados con sintomas de EMV y en algunos vifiedos sobre un 54% de
incidencia de EMV (Urbez-Torres et al., 2014 a, b). Pérdidas en la produccion en
cultivares susceptibles puede llegar sobre 80% (Munkvold et al., 1994). En
California los costos asociados a muerte regresiva por Botryosphaeria spp. y
Eutipiosis se han estimado en US$260 millones/afio (Siebert, 2001). Se estima
que vifiedos sin practicas de control de Eutipiosis puede tener un impacto
econdmico mayor a US$16.000/ha y practicas como el replante posterior a 20
afios de incidencia de la enfermedad (mayor a 40% de infeccidn) ocasiona
pérdidas mayores a US$20.000/ha (Sipiora y Cuellar, 2015). Mientras, en Chile
la importancia econémica de EMV ha sido parcialmente estudiada (Besoain,
2018). La incidencia y severidad durante el 2018 de muerte regresiva por
Botryosphaeria spp. en vifiedos de Chile central cv. Cabernet. fue de 84% y 47%,
correspondientemente. La incidencia y severidad promedio en la Region de
O’Higgins fue de 82,4% y 43,6% y en la Region del Maule de 87,2% y 51,4%,
respectivamente. Ademas, durante la temporada 2018 las pérdidas de
rendimiento fueron de 46% de la produccion, siendo Diplodia seriata el hongo
aislado con mayor prevalencia desde plantas sintomaticas (Larach et al., 2020).
Aunque las EMV se conocen desde finales del siglo XIX, su impacto y



significancia en la sanidad vegetal solo se ha reconocido recientemente (Gramaje
et al., 2018). En consecuencia, las EMV se consideran como la patologia mas
destructiva de las ultimas tres décadas y es una preocupacion cada vez mayor

en todos los paises productores de vino (De La Fuente, 2016).

2.3 Agentes causales de enfermedades de la madera en vid

Las enfermedades de la madera producen una baja en la produccion y reduccion
de la vida util de los vifiledos mundialmente como California, Espafia, Sudafrica y
Australia (Gramaje et al., 2018). Internacionalmente, se han caracterizado a
varios agentes causales como Diatrypaceae (Eutypa (E.) lata y Eutypella (Eu.)
spp.), Botryosphaeriaceae (Botryosphaeria dothidea, Diplodia (D.) seriata,
Dothiorella (Do.) spp., y Neofusicoccum (N.) australe), Phaeoacremonium spp.,
Phaeomoniella (P.) chlamydospora entre otros (Carlucci et al., 2016; Gramaje et
al., 2018). En Chile, las principales especies fungosas asociadas con EMV
descritas son especies pertenecientes a Botryosphaeriaceae (D. seriata, D.
mutila, Do. viticola, N. parvum, N. australe), Diatrypaceae (Cryptovalsa ampelina
y Eu. leprosa), P. chlamydospora y Basidiomicetes como Inocutis sp. (Diaz y
Latorre, 2013; Diaz et al., 2011; Besoain et al., 2012). Recientemente, se ha
descrito a E. lata, asociado a plantas adultas con EMV en Chile (Lolas et al.,
2020). En importancia, las especies P. chlamydospora, D. seriata, e Inocutis sp.
son los aislados con mayor frecuencia obtenidos desde plantas adultas con EMV;
ademas, estos agentes causales pueden ser encontrados en forma individual o

co-existiendo en una misma planta de vid (Diaz y Latorre, 2013; 2014).



2.4 Otros hospederos de P. chlamydosporay D. seriata

P. chlamydospora posee una distribucion cosmopolita donde se cultiva vides
(Crous y Gams, 2000). Sin embargo, se ha reportado que puede tener otros
hospederos frutales como olivos (Olea europea) (Urbez-Torres et al., 2013), kiwis
(Actinidia deliciosa) (Di-Marco et al., 2000) y malezas como correhuela

(Convolvulus arvensis) (Agusti et al., 2011).

La especie D. seriata se ha reportado causando muerte regresiva de ramillas y
brazos en especies frutales como manzano (Malus domestica) (Diaz et al., 2019),
kiwis (Actinidia deliciosa) (Diaz et al., 2021), almendro (Prunus dulcis) (Olmo et
al., 2017), nogal (Juglans regia) (Eichmeier et al., 2020), membrillo (Cydonia
oblonga) (Vico et al., 2017), olivo (Olea europea) (Moral et al., 2008), palto
(Persea americana) (Valencia et al., 2019), entre otros. Por lo tanto, huertos
frutales pueden ser considerados como una potencial fuente de inéculo de EMV
cuando estos se encuentran aledafos al vifiedo, propiciado por la patogenicidad
y el comportamiento saprofito de estos hongos (Gramaje et al., 2018). De manera
similar, malezas pueden servir como fuente de indculo para infecciones en la vifia
(Agusti et al., 2011).

2.5 Sintomas de EMV

Los sintomas descritos en plantas adultas con EMV incluyen un decaimiento
general y progresivo, escaso desarrollo, muerte de brotes, muerte regresiva de
brazos, muerte de cargadores, entrenudos cortos, clorosis y deformacién foliar
(Diaz y Latorre, 2013; Gramaje et al., 2018), a menudo acompafados por
especificos sintomas foliares acorde a las diferentes enfermedades (Bertsch et
al., 2013; Mondello et al., 2018; Gramaje et al., 2018). Internamente, brazos y
troncos enfermos presentan necrosis y pudricion de la madera (Diaz y Latorre,
2013).



Epidemiolégicamente, durante el otofio e invierno en condiciones de alta
humedad y de precipitaciones, se desarrollan cuerpos fructiferos (picnidios y
peritecios) de los hongos causales sobre brazos enfermos y residuos de brazos
y cargadores enfermos infectados, los cuales liberan esporas en el vifiedo,
diseminandose por el salpicado de aguas (precipitaciones) y el viento (Gramaje
et al., 2018; Ayres et al., 2011). P. chlamydospora también puede ser dispersado
por artropodos (Moyo et al., 2014). Estas condiciones climéticas (precipitaciones
y temperaturas medias-bajas del invierno) y biolégicas de los hongos, coinciden
con la practica de poda en los vifiedos, en donde las heridas de poda, son la
principal via de entrada para P. chlamydospora y los hongos de la familia
Botryosphaeriaceae e iniciandose la infeccion en las plantas de vides (Urbez-
Torres et al., 2010; Valencia et al., 2015; Gramaje et al., 2018). Por lo tanto, la
proteccion de las heridas de poda es uno de los manejos mas importantes para

lograr el control preventivo en el vifiedo (Diaz y Latorre, 2013).

2.6 Efecto de EMV en la fisiologia de la vid

Los hongos asociados a EMV afectan érganos perennes, sarmientos y troncos
de las vides produciendo necrosis en la madera a través de una lenta
colonizacion e invasion de los tejidos conductores (xilema) destacando P.
chlamydospora y Botryosphaeriaceae spp. (Urbez-Torres et al., 2006; Diaz y
Latorre, 2014; Gramaje et al., 2018). En vides adultas cv. Cabernet Sauvignon,
en la Region de Bordeaux, se determind que plantas con sintomas de EMV
mostraron una reduccién de la capacidad hidraulica de la planta completa
asociados a la necrosis de los tejidos de la madera (Ouadi et al., 2019). El
principal efecto fisiolégico reportado es sobre el metabolismo de los
carbohidratos y la respuesta de defensa en los diferentes drganos de la planta
de vid. La disminucién de reservas de almidon en tejidos lefiosos estaria asociada
con la colonizacion de los hongos patdgenos. En el tejido foliar, los hongos de la

madera no se encuentran presentes, no obstante, el metabolismo de los



carbohidratos se ve afectado observandose un descenso de la tasa fotosintética.
Una consecuencia de esta alteracion es la disminucion del pool de reservas de
carbono, que incidiria en el desarrollo vegetativo y el bajo vigor en temporadas
venideras (Fontaine et al., 2015). Reservas de almiddén en plastidios de células
del parénquima y radiales de plantas sanas decrecio en vides que presentaron
sintomas de Eutipiosis (Rudelle et al., 2005).

Sintomas foliares son asociados al cierre estomatico y la alteracion del aparato
fotosintético que produce una disminucion en la asimilacion de CO:2 y la
transpiracion. Adicionalmente, se observa una reduccion en la concentracion de
clorofila total, pero un estable contenido de carotenoides (Petit et al., 2006;
Magnin-Robert et al., 2014); un semejante descenso en el contenido de clorofila
fue descrito en hojas sintomaticas in vitro de plantas infectadas con P.
chlamydospora (Santos et al., 2005). La intensidad del intercambio gaseoso
estaria correlacionada con el desarrollo de sintomas foliares. En efecto, no fueron
detectadas alteraciones al aparato fotosintético en sarmientos asintomaticos
(Christen, 2006). El transporte de agua en la planta podria verse afectado en
vides enfermas de Esca debido a la disfuncién del xilema (Fontaine et al., 2015).
Un bloqueo hidraulico en la planta produce necrosis en la madera que puede
ocasionar una disrupcidbn en la conductancia estomética, reduciendo la
fotosintesis y la asimilacion de COzrestringiendo la sintesis de azucares y otros
compuestos secundarios relacionados a los mecanismos de defensa de la planta
contra patdégenos relacionados a la enfermedad de Esca (Ouadi et al., 2019). La
funcién xilematica es considerablemente reducida por una infeccién por P.
chlamydospora en plantas de vid cv. Verdelho crecidas en condiciones de campo
(Edwards et al., 2007). La conductancia estomética y el potencial hidrico en hojas
fueron las medidas mas Uutiles para diferenciar entre plantas infectadas y no
infectadas. Adicionalmente, la conductancia estomatica en plantas de tres afos
cultivadas en macetas bajo condiciones de invernadero, fue usualmente mas alta

en vides infectadas comparadas con las no infectadas, incluyendo tratamientos
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sin estrés hidrico. Esto indicaria que la infeccién interfiere con la normal
regulacion de la apertura y cierre estomatico (Edwards et al., 2007 a, b).
Contrariamente, se reporta una baja significativa en la conductancia estomatica

una semana anterior a la expresion de sintomas de Esca (Letousey et al., 2010).

2.7 Control de la enfermedad

Actualmente, no existen medidas curativas para el control de la enfermedad (De
La Fuente, 2016; Gramaje et al., 2018), mas que la extirpacion de los 6rganos
infectados de la planta (Surico y Marchi, 2006; Wagschal et al., 2008; Gramaje et
al., 2018; Mondello et al., 2018; Sosnowski y Mundy, 2018). Por lo tanto, un
amplio rango de métodos de control los que incluyen quimicos, biol6gicos y
meétodos de sanitizacion han sido evaluados (Bertsch et al., 2013). La proteccién
quimica de cortes de poda se ha propuesto como forma de control de
Botryosphaeriaceae spp. en vides (Amponsah et al., 2012). Ademas, el uso de
barreras fisicas como pinturas o pastas, con y sin fungicidas ha resultado un
efectivo control de Botryosphaeriaceae spp. y Phaeomoniella chlamydospora
(Rolshausen et al., 2010; Pitt et al., 2012; Diaz y Latorre, 2013). Entre los
fungicidas benzimidazoles, benomilo, carbedazim y metil-tiofanato demostraron
amplia eficiencia en laboratorio y campo para proteccion de cortes de poda y en
etapa de vivero. (Gramaje et al., 2009; Halleen et al., 2010; Amponsah et al.,
2012; Diaz y Latorre, 2013). Piraclostrobin + Boscalid (Tessior) destaca en la
efectividad entre varios fungicidas testeados en la proteccion de cortes de poda
para prevenir la infeccion de los hongos D. seriata y P. chlamydospora (Martinez-
Diz et al.,, 2021). Sin embargo, una atencion cuidadosa en los procesos de
propagacion de vides es esencial (Gramaje et al., 2018) ya que es el punto de
partida en muchos casos de la infeccion y establecimiento de la enfermedad.
Posteriormente, practicas culturales como eliminar correctamente los restos de
poda de vifiedos infectados son importantes, ya que los deshechos de poda son

un reservorio de inéculo de hongos de la madera como D. seriata y otros
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Botryosphaeriaceae, cuando son dejados en el suelo (Jiménez y Luque, 2015).
Aun asi, esto debe ser una practica en conjunto con vifiedos aledafios que son

potencialmente una fuente de indculo.

Una alternativa al uso de fungicidas quimicos es el uso de agentes de control
biologico basado en las restricciones y dificultades que enfrentan en muchos
paises del mundo (Gramaje et al., 2018). Adicionalmente, los fungicidas con
mayor eficiencia hasta el momento (Benzimidazoles) no son capaces de proteger
los cortes de poda durante todo el periodo en que son susceptibles a infecciones
de EMV (Kotze et al., 2011). El biocontrol de EMV con microorganismos se
presenta como una alternativa. Por ejemplo, el uso de Trichoderma spp. (Halleen
et al., 2010; Gramaje et al., 2018).

2.8 Agentes bioldgicos (Control bioldgico)

El término control biolégico ha sido utilizado en distintas ramas de la biologia,
principalmente en entomologia y fitopatologia. En entomologia se refiere al uso
de insectos depredadores, nematodos entomopatogénicos o0 patdgenos
microbianos para controlar poblaciones de distintos tipos de insectos plaga. En
fitopatologia, alude al uso de microorganismos antagonistas para suprimir
enfermedades. En ambos casos, el organismo que se utiliza se denomina agente
de control biologico (Pal y McSpadden-Gardener, 2006). Las plantas interactian
con muchos microorganismos que viven en su interior, como endéfitos, o en la
superficie exterior de la planta, como epifitos. Especial atencion han tenido las
bacterias y los hongos, que actiian como agentes de biocontrol, promoviendo el
crecimiento y resistencia inducida (Compant y Florence, 2016). Una bacteria u
hongo enddfito es el que esta presente en parte o durante el ciclo completo de la
planta colonizando tejidos sanos, inter-celular o intra-celular, y que tipicamente
no causa sintomas aparentes (Sturz et al., 2000). El rol ecolégico de estos
microorganismos aun no ha sido determinado, pero la mayoria de ellos tiene un

efecto positivo en las plantas, que incluye la promocion del crecimiento, mejora
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de la resistencia al estrés, mantener un suministro confiable de nutrientes,
biocontrol de plantas parasitas y la sintesis de metabolitos antagonistas a
depredadores (Schulz y Boyle, 2005). El interés en nuevos agentes de control
bioldgico para prevenir infecciones en cortes de poda por patdgenos asociados
a EMV se ha incrementado en los ultimos afios, en parte por la efectividad de los
fungicidas, y por la necesidad de mayor proteccion (Compant y Florence, 2016).
Tal es el caso, en el uso de Trichoderma spp. (Mutawila et al., 2016; Martinez-
Diz et al.,, 2020; Carro-Huerga et al., 2020) y micorrizas. (Hao et al., 2012;
Trouvelot et al., 2015) como parte de investigaciones y aplicaciones en huertos

productivos.

2.8.1 Trichoderma spp.

Las especies del género Trichoderma, corresponden a la forma asexual
(anamorfo) del género Hypocrea (teleomorfo) y pertenecen a la familia
Hypocreaceae (Chaverri y Samuels, 2003). Principalmente este microorganismo
es aislado desde el suelo, pudiendo ser encontrado en la rizosfera de la planta,
donde pueden generar resistencia sistémica inducida contra fitopatbgenos
(Harman, 2000). Son exitosos colonizadores de ambientes, realizan una eficiente
utilizacion de los sustratos que tienen disponible, asi como la capacidad de
secrecion de metabolitos, antibidticos y enzimas (Schuster y Schmoll, 2010).
Trichoderma spp. tiene un positivo efecto sobre su hospedero, incrementando su
crecimiento e induciendo respuesta de defensa en plantas (Harman, 2006; Vinale
et al., 2008). Su mecanismo de biocontrol esta basado en la produccién de

enzimas y otros metabolitos secundarios (Reino et al., 2008).

Hasta hace poco, el principal mecanismo asumido eran el micoparasitismo,
antibiosis, competicion por fuentes de recursos y espacio. Recientes avances
demostraron el efecto de Trichoderma spp. en plantas, incluyendo resistencia
sistémica inducida o localizada. Estudios han demostrado que estos hongos

producen mezclas de enzimas antifingicas, como chitinasa y -1,3 glucanasas,
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estas enzimas son sinérgicas con otras enzimas, enzimas antifingicas y con
otros materiales (Harman, 2006). Al menos, algunas cepas establecen una
robusta y duradera colonizacion en la superficie de la raiz que puede penetrar
dentro de la epidermis y en unas pocas células bajo este nivel. La variedad de
compuestos producidos y liberados que induce la respuesta sistémica inducida o
localizada explicaria la carencia de patogenicidad en plantas (Harman et al.,
2004). Enzimas producidas causan la liberaciéon de oligosacaridos de bajo peso
molecular que inducen resistencia (Woo et al., 2006). Existe un amplio rango de
enzimas chitonolicas y glucanoliticas con un posible rol de biocontrol vy
seguramente se descubriran muchas mas en los analisis prote6micos y
gendmicos de Trichoderma. Actualmente, se conocen al menos 30 chitinasas y
un amplio rango de glucanasas, el numero de genes y proteinas de estos dos
grupos de biocontrol es muy diversa y la mayoria de los productos de estos genes

son antifingicos (Harman, 2006).

Las plantas tienen un sistema inmune que es capaz de detectar motif o dominios
con una estructura conservada tipica de clases completas de microbios llamadas
Patrones Moleculares Asociados a Microorganismos (MAMPSs) (Hermosa et al.,
2012). La capacidad de Trichoderma spp. de liberar MAMPs para los
reconocimientos moleculares podria contribuir a la cascada de sefales
bioguimicas en la planta como es el acido salicilico (SA), acido jasmonico (JA) y
etileno (ET). Tempranamente, se crey0 que el JA y/o ET era las moléculas
sefiales por el cual Trichoderma inducia resistencia, pero actualmente se
determind que SA también esta involucrado en el proceso de resistencia. (Singh
et al., 2018). Trichoderma spp. ademas, libera elicitores que estan implicados en
la activacion de la induccion de proteinas de defensa en la planta (Thakur y Sohal,
2013). Trichoderma actua local y de manera sistémica involucrando la activacion
de cascadas bioquimicas, acumulacion de compuestos antimicrobianos, como
fenilalanina amonio liasa (PAL), peroxidasa, polifenol oxidasa, lipoxigenasa y
proteinas PR (Proteinas relacionadas con patogénesis), terpenoides, fitoalexinas
como el resveratrol, entre otros (Howell et al., 2000). De este modo la inmunidad
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en plantas es inducida contra patdégenos, aunque no es activada directamente,
pero es acelerada contra el ataque de patdégenos y otros tipos de estrés

resultando una rapida y fuerte resistencia a estos (Van et al., 2008).

Otro mecanismo de accion de Trichoderma es la antibiosis, que es una forma
interaccién de antagonismo que involucra moléculas de bajo peso molecular,
metabolitos secundarios o antibiéticos producidos que causan un deterioro en el
crecimiento de patégenos. Trichoderma spp. produce una variedad de
antibioticos como gliovirin, gliotoxin, viridin, viridol, koningginins, pyronas y
peptaboil contra hongos fitopatégenos (Howell, 2003; Harman et al., 2004).

La causa mas frecuente de muerte de microorganismos que crecen cercano a
Trichoderma es la inanicion ocasionada por la escases o limitada cantidad de
nutrientes y por la colonizacion de la rizosfera. Trichoderma spp. posee muchas
cualidades y atributos, tienen gran potencial de uso en agricultura como
estimuladores de crecimiento, mejoran aspectos morfolégicos y fisioldgicos en
las plantas, optimizan la captacion de nutrientes y mejoran la eficiencia
fotosintética. Ademas de estimular la respuesta en defensa a estreses biéticos y
abioticos incluyendo el micoparasitismo, antibiosis y competencia contra
patdgenos (Singh et al., 2018). En los ultimos afios, una amplia variedad de
especies de Trichoderma han sido propuestas como agentes de control biolégico
en la agricultura. Por ejemplo, T. harzianum cepa T39 ha tenido resultados
prometedores en el control de B. cinerea, resultando en la formulaciéon comercial
Trichodex® (Elad, 2000). La cepa T39 compite con el patdbgeno por nutrientes
interfiriendo el desarrollo de B. cinerea e induciendo resistencia en plantas (Elmer
y Reglinski, 2006). Trichoderma harzianum, cepas 1295-22 y P1 han sido
efectivas contra B. cinerea en multiples ensayos de campo (Harman et al., 1996).
Sin embargo, se necesita potenciar la popularidad de formulaciones basados en
Trichoderma entre los agricultores y asi realizar un manejo de enfermedades

sustentables y ecologicamente amigables.
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2.8.2 Trichoderma spp. como agente de biocontrol de EMV

Dependiendo de la cepa, las especies de Trichoderma presentan variados
beneficios para los cultivos, como estimular el crecimiento mejorando la
movilizacion y adquisicion de nutrientes, supresion de patégenos por
competencia de nutrientes y espacio, micoparasitismo, antibiosis y por ultimo
pueden suprimir enfermedades induciendo una resistencia sistémica (Harman,
2000; Waghunde et al., 2016). Trichoderma spp. es el hongo mayormente
aislado, mostrando mayor nimero de aislados en plantas asintomaticas que en
sintomaticas. Esto es fuertemente concordante con su rol antagonista,

protegiendo las plantas contra hongos patdgenos (Almeida et al., 2020).

El potencial uso de Trichoderma spp. como biocontrolador de EMV en etapa de
vivero es propuesto para generar vides fortalecidas frente a bajos niveles de
infeccion por P. chlamydospora y Phaeoacremonium spp. y Cylindrocarpon
(Fourie et al.,, 2001). En portainjertos tratados con bioformulaciones de
Trichoderma la incidencia de P. chlamydospora y Phaeoacremonium spp. en la
zona de injertado y en estacas enraizadas de vides, provenientes de vivero, fue
significativamente menor (Fourie y Halleen, 2004). Trichoderma harzianum
(Rootshield®) aplicado en etapa de vivero reduce la necrosis causada por la
inoculacién de P. chlamydospora posterior a 15 meses de la inoculacién. Sin
embargo, se reporta que los efectos positivos relacionados a estreses por
enfermedades solo fueron cuando Trichoderma es aplicado en etapa de

enraizamiento (Di-Marco y Osti, 2007).

T. atroviride cepa SC1 reduce la incidencia de algunos patégenos relacionados
a EMV en etapas de propagacion cuando son aplicados durante el proceso de
injertado, y ademas cuando T. atroviride es aplicado durante dos temporadas
consecutivas de crecimiento a un viiiedo joven (Berbegal et al.,, 2019). T.
harzianum cepa T39 asperjado en cortes de poda durante dos afios seguidos
reduce la decoloracién longitudinal causada por P. chlamydospora (Di-Marco et

al., 2004). T. harzianum es capaz de colonizar la madera de los cvs. Chardonnay,
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Shiraz y Nyora y reduce la colonizacién por E. lata. Ademas, perdura en la
madera de cv. Nyora sobre 20 meses posterior a su inoculacion (John et al.,
2008). Cortes de poda tratados con Trichoderma spp. no solo reduce la infeccion
por E. lata tras ser inoculada, sino que adicionalmente, reduce la incidencia de

otros hongos relacionados con EMV (Halleen et al., 2010).

Las especies de Trichoderma atroviride cepas USPP-T1 y USPP-T2 separadas
0 en combinacion y Eco77® basado en T. harzianum aplicados en cortes frescos
de poda reduce la incidencia en un 29,1% de diversos patdégenos relacionados
con EMV en cv. Cabernet Sauvignon (Mutawila et al., 2011a). Sin embargo, para
obtener resultados de alta incidencia de Trichoderma spp. es necesario la
aplicacion seis horas posteriores a la poda, independiente del estado fisioldgico
o las condiciones climaticas. Adicionalmente, la combinacién de una poda
temprana con una aplicacion de Trichoderma spp. en el rango aproximado de
seis horas posterior a la poda, puede reducir significativamente la infeccion de

patdgenos relacionados con EMV (Mutawila et al., 2016).

Trichoderma cepa T154 es capaz de colonizar plantas 12 semanas posterior a la
inoculacién y se localiza en el xilema, fibras, como en el tejido parenquimatico
dentro de la madera. T154 reduce la colonizacién de hongos relacionados con
EMV, como Phaeoacremonium minimum, colonizando el mismo nicho. El
principal mecanismo de biocontrol observado fue evitar la adhesion de esporas
del patégeno, competencia por espacio y enrollamiento de las hifas en el
patdgeno (Carro-Huerga et al., 2020). Trichoderma atroviride cepa SC1 aplicado
en hidratacion, en etapa de formacién de callo y previo a la plantacion controla
efectivamente la infeccion por P. chlamydospora y Phaeoacremonium
aleophylum (Pertot et al., 2016). Trichoderma spp. reduce significativamente la
infeccion por P. chlamydospora y Phaeoacremonium minimun (Martinez-Diz et
al., 2020).

Trabajos recientes demostraron la capacidad de control de varias especies de

Trichoderma, donde alcanzaron proteccién sobre el 80% de D. seriata'y 60% para
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Neofusicoccum parvum en cafias de vides (cortadas) proporcionando una
proteccion hasta 21 dias después del tratamiento con biocontroladores (Urbez-
Torres et al., 2020). No obstante, Trichoderma atroviride no redujo la infeccion

por P. chlamydospora y D. seriata (Martinez-Diz et al., 2021).

Es necesario optimizar los tiempos de aplicacion de Trichoderma en combinacién
con los tiempos de poda (Mutawila et al., 2016), evaluar la interaccion
Trichoderma-vid debido que la proteccion de cortes de poda también depende de
esta relacion y no solo del efecto antagénico de Trichoderma sobre el patdgeno
(Mutawila et al., 2011a). En relacién a la idea anterior, se debe evaluar cepas
nativas de Trichoderma mejor adaptadas a sobrevivir a un medioambiente
cambiante consiguiendo brindar una mayor proteccion a las vides y co-

evolucionar junto al viiedo (Carro-Huerga et al., 2021).

2.8.3 Micorrizas Arbusculares

Micorrizas arbusculares (MA) es la asociacion simbiotica planta-hongo
mayormente propagada en el planeta y existe en la mayoria de las plantas
terrestres. Su presencia se puede trazar hacia el periodo devonico temprano,
hace 400 millones de afios, el cual corresponde al comienzo del habitat terrestre
por las plantas (Buscot, 2015). Las MA ingresan a las raices mediante la
formacion de un apresorio (Bonfante y Perotto, 1995), una vez dentro coloniza
las células del cértex y forman estructuras ampliamente ramificadas llamadas
arbusculos, sitio donde ocurre la mayor parte del intercambio de nutrientes con
el hospedero (Sawers et al., 2008). Esta asociacidon mutualista est4 basada en el
intercambio de nutrientes entre el hongo y la planta hospedera, la planta
suministra azucares y otros metabolitos y la MA mejora la adquisicion de agua y
nutrientes del suelo (Smith y Read, 2008). Ademas, MA puede incrementar la
resistencia en un amplio rango de hongos y bacterias patégenas (Pozo et al.,
2010). Comparativamente, poco se sabe de los mecanismos que confieren

beneficios no nutricionales por micorrizas, como son la supresion de
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enfermedades del suelo y el aumento de la resistencia a pestes y enfermedades
en plantas (Field, 2012). Las plantas pueden desarrollar una mejora en la
capacidad defensiva en respuesta a la infeccién por MA. La resistencia inducida
por micorrizas (MIR) proporciona una proteccion sistémica en un amplio rango y
comparte caracteristicas con la resistencia sistémica adquirida (SAR) posterior a
la infeccion del patdégeno y la resistencia sistémica inducida (ISR) seguido de la
colonizacion de raices por rizobacterias no patogénicas. Comunmente se asume
gue la estimulacion del sistema inmune formada por el hongo es el Unico
responsable de MIR (Cameron et al., 2013). MA puede suprimir o reducir pestes
o enfermedades a través de la resistencia sistémica inducida (Jung et al., 2012;
Pozo y Azcon-Aguilar, 2007). Dependiendo de la interaccion planta-patégeno-
AM, MIR podria ser asociada con resistencia sistémica adquirida (Gallou et al.,
2011). Sin embargo, la resistencia inducida comparte caracteristicas patdogeno-
inducidas SAR y rizobacterial ISR; MIR ha sido asociado con SAR-like cebando
los genes dependientes de acido salicilico (SA), pero mayormente con el cebado
de genes de defensa dependientes de acido jasmonico y defensas en paredes
celulares. Ha sido propuesto que MIR es el resultado de la activa supresion de
componentes en las vias dependientes de SA, causando un cebado de defensas
dependientes de JA (Pozo y Azcon-Aguilar, 2007). Sin embargo, la exacta
contribucion de jasmonatos en MIR aun no es clara (Hause, 2007). Cameron et
al. (2013), plantea un modelo de cuatro fases espacio temporales que explican
MIR como un resultado acumulativo de interacciones directas Planta-AM y
respuestas a bacterias inductoras-ISR en la micorizosfera.

Fasel. Exudado de sustancias quimicas en raices que reclutan de micorrizas.

Las raices de plantas exudan diversos compuestos biolégicamente activos, se
estima que sobre un 40% de los fotoasimilados provienen desde las raices,
representando una rica fuente de carbono para los microbios del suelo. Los
exudados de raices tipicamente contienen azucares, amino acidos, acidos
carboxilicos, compuestos fendlicos y otros metabolitos secundarios que tienen la

capacidad de influenciar la fisiologia y el comportamiento de los microorganismos
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del suelo. La participacion de sefales de las raices en la atraccion de patégenos
y organismos mutualistas no es extrafio, desde una perspectiva evolutiva, la
atraccion comun de organismo parasitos y mutualista no es sorprendente, dada
la fuerte presidn de seleccidn ejercida en los parasitos para adoptar las mismas

sefales de la planta que las utilizadas por los organismos benéficos.
Fase 2. El sistema inmune de las plantas responde a la infeccion por MA.

La etapa inicial de colonizacion de raices por MA es acompafada por una
induccion transitoria de sefiales selectas de defensas en plantas, seguido por una
supresion localizada en etapas posteriores de la interaccion (Kapulnik, 1996). Es
posible que la induccién inicial de la inmunidad en plantas esta basada en el
reconocimiento del hospedero por Patrones Moleculares Asociados a Microbios
(MAMPSs) desde las MA. El reconocimiento por MAMPs por receptores de
patrones de reconocimiento gatilla una serie de cascada de sefales bioquimicas
resultando en un incremento en la produccion de la hormona de defensa SAy la
expresion de la inmunidad gatillada MAMPs (Zhang y Zhou, 2010). El
reconocimiento por MAMPs y la produccion de SA puede llevar a la produccién
de sefiales SAR de larga distancia y causar el cebado de las defensas
dependientes de SA (Conrath, 2011; Heil y Ton, 2009). No obstante, como la
mayoria de los estudios se han desarrollado en Arabidopsis thaliana que es
incompatible con AM, es dificil realizar una comparacion directa entre SAR y MIR.
Sin embargo, asi como SAR, MIR ha sido asociado con el cebado sistémico de
defensas dependientes de SA y la proteccion contra patdgenos hemibiotréficos
(Cameron et al., 2013).

Fase 3 Inmuno supresion por MA y reclutamiento de bacterias de la rizosfera.
La naturaleza transitoria de la respuesta inmune por MAMP-activado durante la
etapa temprana de la micorrizacion se propone que las MA emplean estrategias
similares a los hongos patogenos, secretando moléculas efectoras especificas
gue suprimen la inmunidad de las plantas que permite establecer una infeccion

exitosa (De-jonge, 2011).
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MA induce cambios especies-especifica en las hormonas de defensa de sus
hospederos (Hause, 2007). Algunos de estos cambios hormonales pueden
restringir la colonizacion de MA, mientras otras pueden promover la infeccion por
MA (Cameron et al., 2013). Por ejemplo, el rol del &cido abscisico (ABA) en la
resistencia a las enfermedades es complejo y depende de la etapa y de la
naturaleza de la interaccion. A pesar de que ABA tipicamente suprime los
mecanismos de defensa tardiamente durante la interaccion planta patégeno (por
ejemplo, mecanismos dependientes de SA), pueden promover mecanismos de
defensa que actuan relativamente temprano en la interaccion, como es el cierre
estomatico inducido por MAMP, induccién de especies reactivas de oxigeno y de
refuerzo de paredes celulares (Ton, 2009). La movilidad de ABA a través del
xilema y del floema, hace a esta fitohormona un atractivo candidato para actuar
como una sefial complementaria de larga distancia de MIR hacia brotes, donde

podria contribuir a la defensa en paredes celulares (Cameron et al., 2013).

Las micorrizas aumentan el transporte de fotosintatos a las raices, en
combinacion con la modulacion de defensas (Smith y Smith, 2011), cambios en
el metabolismo y el incremento de la asimilacion de P, conduce a cambios en la
composicién de los exudados en raices y estos cambios pueden afectar positiva
0 negativamente a otros microorganismos de la rizosfera. Estos cambios
modulados por MA estimulan la actividad biol6gica en la rizosfera, un fenémeno

comunmente referido como “efecto micorrizosfera” (Linderman, 1988).

Fase 4. Establecimiento de la micorrizosfera e induccion de resistencia sistémica
por bacterias de la micorrizosfera. La mayoria de los estudios realizados en MIR
han cuantificado los niveles de resistencia cuando la simbiosis de planta-MA y
micorrizosfera se ha establecido completamente (Jung et al., 2012) Por lo tanto,
es posible que MIR involucre componentes de ISR gatillados por bacterias de la
micorrizosfera (Cameron et al., 2013). Jasmonato también se acumula durante la
simbiosis de la micorriza con la planta (Hause, 2007). Por esta razén, es posible
gue los jasmonatos funcionen como sefiales complementarias de larga distancia

de MIR, las que puede ser el resultado de procesos de sefalizacion sistémica
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similares a la autoregulacion de la nodulacion durante las interacciones rizobio-
leguminosas (Zamioudis y Pieterse, 2012). Aunque la exacta contribucion de los
jasmonatos al MIR aun no se ha demostrado, se propone que el cebado de las
defensas dependientes de JA durante MIR estan determinadas parcialmente por

rizobacterias que provocan ISR en la micorrizosfera (Cameron et al., 2013).

2.8.4 Micorrizas como agente de biocontrol de EMV

Actualmente no hay estudios del efecto de micorrizas en vides sobre infecciones
por D. seriata y P. chlamydospora. Sin embargo, Petit y Gubler (2006)
examinaron la influencia de MA Rhizophagus irregularis cepa (INVAM CA 501)
sobre Cylindrocarpon macrodidymum agente causal de la enfermedad de pie
negro de la vid en Vitis rupestris cv. St George en condiciones controladas.
Plantas de vid micorrizadas y no micorrizadas fueron infectadas con C.
macrodidymum, y ocho meses posteriores a la infeccién con el hongo patdégeno
se reporté en las plantas micorrizadas un desarrollo significativamente menor de
sintomas foliares y de raices en comparacion con las plantas no micorrizadas.
De modo que, una aplicacion de R. irregularis anterior a la plantacion, podria

ayudar a prevenir la enfermedad de pie negro en etapa de vivero y en vifiedo.

En otro estudio, porta injertos Richter 110 (Vitis berlandieri Planch. X Vitis
rupestris L.) inoculados con MA, R. irregularis cepa (BEG 72) 14 semanas previos
a la infeccion por Armillaria mellea (Vahl:Fr), incrementaron la tolerancia a la
podredumbre de raices ocasionada por este patdégeno, provocando un lento
desarrollo de sintomas y una alta cantidad de biomasa en las plantas
micorrizadas e infectadas con A. mellea (Nogales et al., 2009). De manera
contraria, en el trabajo de Holland et al. (2019), el portainjerto de vid ‘Riparia
gloire’ (Vitis riparia) fue inoculado con R. irregularis al mismo tiempo que fue
infectado con llyonectria sp., agente causal de la enfermedad de pie negro en
vides jévenes. La colonizacion de MA no suprimié a llyonectria sp. e incremento

su incidencia. Adicionalmente, los portainjertos micorrizados no mostraron
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mejoras en el crecimiento y en pardmetros fisiolégicos frente a los portainjertos
no micorrizados (Holland et al., 2019). Una alta cantidad de MA nativas con mayor
frecuencia en plantas de vid sintomaticas que en asintomaticas son reportadas,
estableciendo una posible relacion entre Esca y MA-nativas en vifiedos de ltalia,
gue releva la importancia del estudio de los organismos de la rizosfera en los
vifiedos en relacion con las EMV (Landi et al., 2021).

A consecuencia del complejo control de las EMV y de los escasos estudios de
los efectos referentes a la relacion MA-vid-hongos (de la madera en vides) como
herramienta de biocontrol, nace la oportunidad y necesidad de realizar estudios
que posibiliten generar conocimiento para tener una alternativa ecolégicamente
amigable con el medio ambiente frente al control de las enfermedades de la

madera en vides.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

Para este estudio se utilizaron estacas lignificadas de vid portainjerto 101-14
(Vitis riparia x Vitis rupestris) (n=162 estacas) de 1-2 cm de diametro y de 35 cm
de altura, las cuales fueron obtenidas desde cargadores aparentemente sanos
de plantas adultas de 8 afios, de los planteles madres del vivero de Vifia Concha
y Toro. Posteriormente, las estacas fueron injertadas en corte omega con el cv.
Cabernet Sauvignon clon #337, pertenecientes a Vifia Conchay Toro, localizados
en Pencahue, Region del Maule, Chile. El estudio se llevé a cabo en el Centro de
Investigacion e Innovacion (ClI) de Vifia Concha y Toro, Pencahue, Region del
Maule, Chile, y en el laboratorio de Patologia Frutal, perteneciente a la Facultad

de Ciencias Agrarias, Universidad de Talca, Campus Talca, Talca, Chile.

3.2 Proceso de produccion de plantas de vivero

Estacas lignificadas de portainjerto 101-14 en receso, recolectadas durante el
afio 2017, se sometieron a un tratamiento de frio en camara frigorifica a una
temperatura de 7°C por 20-30 dias. Posteriormente, se hidrataron por 24-48
horas en piscinas de 600 L, para ser injertadas en corte omega con injertos
lignificados del cv. Cabernet Sauvignon clon #337. La zona de injertacién se
cubrié con cera para evitar la deshidrataciéon y proteger la unién. Una vez
injertadas, las estacas se pasaron a estratificacion, a 20-25 °C y 90% HR durante
3 semanas, seguido de un rango progresivo de T° 30 a 20°C y 90% HR por 2 a
3 semanas. Luego, en la camara de brotacion, se sometieron a un rango de 25 -
30°C y 90% HR por 2-3 semanas, y al aparecer los brotes, se seleccionan
aguellos injertos brotados. Posterior al proceso de seleccién, las estacas con
primordios radiculares pasaron a vivero en campo donde fueron regados por

surco y se mantuvieron en crecimiento durante una temporada. Finalmente, las
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estacas enraizadas desde ahora en adelante, las plantas, se cosecharon de

forma mecanizada y se empacaron para su distribucién y plantacion.

3.3 Aplicacion de Trichodermas comerciales

La aplicacion de Trichoderma comerciales se realizé durante el proceso cotidiano
del vivero, entre las etapas de hidratacion e injertado. El 4 de octubre del afio
2017 se realizdé la aplicacion de bioformulados comerciales en base a
Trichoderma spp.: Mamull® (Bionectria ochroleuca Cepa Mitique, Trichoderma
gamssi Cepa Volqui, Hypocrea virens Cepa Nire; 20 g/L); Tifi® (Trichoderma
atroviride cepa MUCL 45632; 20 g/L) denominados como T1 y T2,
respectivamente para efectos posteriores. TO correspondioé al tratamiento testigo

donde solo se asperjé agua.

La aplicacion de Mamull® (T1) y Tifi® (T2) se realiz6 24 horas posterior al proceso
de hidratacion y previo al proceso de injertacion, asperjado a una dosis de 20 g/L.
Luego, se realiz6 una repeticion de la aplicacion de Trichoderma posterior al
proceso de injertacion mediante asperjado a una dosis de 20 g/L. Una misma
cantidad de estacas se les aplic6 agua, dejandolo como tratamiento control (TO)
(Cuadro 3.1). Una vez realizadas las aplicaciones de Trichoderma spp., las
estacas se plantaron en campo el afio 2017 a una distancia de 0,1 m sobre hilera
y 1,2 m entre hilera. Y cosechadas en la siguiente temporada (agosto, 2018).
Finalmente, las plantas se plantaron en bolsas plasticas negras de 10 litros, el
sustrato fue compuesto por una parte de turba, una parte de perlita y compost, y

se trasladaron a dependencias de la Universidad de Talca.
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Cuadro 3.1 Tratamientos de estacas de vid (cv. Cabernet Sauvignon, Clon #337,
portainjerto 101-14) con bioformulados comerciales en base a Trichoderma (T)
como Mamull® (T1) y Tifi® (T2), (TO) representa el testigo (agua), durante la
hidratacion, injertacion y estratificacion de las estacas.

Tratamiento Bioformulado Dosis Fabricante

TO Agua Asperjado N/A

T1 Mamull® 20g/L E:g_”sumos Nativa
T2 Tifi® 20g/L Agrotecnologias

Naturales S.L.

3.4 Aplicacion de micorrizas comerciales

La aplicacion de Micorrizas comerciales AEGIS-Gel® (M1) y OIKO-RHIZA-E®
(M2) se realiz6 durante el proceso rutinario del vivero previo a la etapa de
plantacién en campo, el 30 de octubre del afio 2017. Anterior a la plantacién, los
primordios radicales de las estacas injertadas se embebieron (10s
aproximadamente), hasta quedar completamente impregnadas en una
suspensién 1kg /L AEGIS-Gel® (Glomus intraradices, Glomus mosseae; 1kg/L).
De modo similar, estacas injertadas se humedecieron con agua en su zona basal
gue contiene los primordios radicales y se introdujeron en un recipiente hasta
guedar completamente impregnadas por micorrizas comerciales en polvo (100
esporas/g) OIKO-RHIZA-E® (Pisolithus tinctorius, Rhizopogon villosulfus, R.
luteolus, R. amylopogon, R. fulvigleba y Scleroderma citrinun). Ademas, estacas
libres de aplicacion de bioformulados comerciales de micorrizas, se utilizaron
como tratamiento testigo (T0) (Cuadro 3.2). Las estacas se plantaron en campo
en el afio 2017 a una distancia de 0,1 m sobre hilera y 1,2 m entre hilera y
cosechadas en la siguiente temporada (agosto, 2018). Finalmente, las plantas se
plantaron en bolsas plasticas negras de 10 litros en un sustrato compuesto por
una parte de turba, una parte de perlita y compost, y se trasladaron a

dependencias de la Universidad de Talca.
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Cuadro 3.2 Tratamientos de estacas de vid (cv. Cabernet Sauvignon, Clon #337,
portainjerto 101-14) con bioformulados comerciales en base a micorrizas como
AEGIS-Gel® (M1) y OIKO-RHIZA-E® (M2) y (MO) representa el testigo sin
aplicacion de micorrizas realizados previo a la plantacion.

Tratamiento Bioformulado Dosis Fabricante
MO N/A N/A N/A
M1 AEGIS-Gel® 2,5 ml/planta Italpollina
M2 OIKO-RHIZA-E® 5 g/planta Oikos Chile Ltda.

3.5 Material fungico

Los aislados fungicos utilizados en este estudio fueron dos hongos de la madera,
Phaeomoniella chlamydospora (aislado Pch-N°57) y Diplodia seriata (aislado DS-
N°9) obtenidos desde plantas de vid cvs. Chardonnay y Cabernet Sauvignon,
respectivamente, con sintomas de EMV. Ambos aislados fungosos pertenecen y
fueron facilitados por el Laboratorio de Patologia Frutal de la Facultad de Ciencias
Agrarias, Universidad de Talca. Los hongos se cultivaron en placa Petri de 88
mm de didmetro en medio nutritivo agar papa dextrosa (APD) a 22°C con un
fotoperiodo de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad. Colonia de los cultivos
fueron constantemente multiplicados cada 15 dias, hasta que fueron utilizados

tanto para extraer su ADN y como para realizar inoculaciones en plantas de vid.
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3.6 Inoculacién de hongos de la madera en plantas de vid

Se realiz6 segun el método descrito por Péros y Berger 1994 (modificado).
Brevemente, a 162 plantas de dos afios, sometidas a los distintos tratamientos
con Trichoderma spp. (TO, T1y T2), y con Micorrizas (MO, M1y M2), se les realizo
una herida mediante un taladro con una broca (2 mm de didmetro) en la zona
central de la planta (estaca original), 72 plantas se destinaron para la inoculaciéon
de P. chlamydospora y 72 plantas para D. seriata, respectivamente. En el orificio
realizado en la planta con ayuda de una micropipeta se introdujo 30 uL de una
suspension de Phaeomoniella chlamydospora a una concentracion de 1x108
conidias/mL o 30 uL de una suspension (micelio y conidias) de D. seriata a 1x10°
UFC/mL. Posteriormente, la herida se cubrié con Parafilm, las plantas se ubicaron
de forma aleatoria bajo una malla sombreadora en las dependencias de la
Universidad de Talca.

3.7 Conductancia estomatica

Los valores de conductancia estomética (gs) se midieron a tres plantas por
tratamiento (9 tratamientos) y por cada hongo patégeno inoculado (P.
chlamydospora y D. seriata) en 27 plantas, respectivamente, durante los meses
de enero-abril (148-239 DPI). Efectivamente, la conductancia estoméatica se midié
a una hoja para cada planta en la zona media del crecimiento vegetativo de la
temporada entre las 12:00h y 15:00h una vez por semana. El equipo utilizado fue
el Porometro (Leaf porometer, Decagon Devices, Inc) correctamente calibrado

anterior a cada jornada de mediciones.
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3.8 Determinacion de clorofila

Las concentraciones de clorofila total se efectuaron a tres plantas de cada
tratamiento y por cada hongo patégeno inoculado (n=27). Cada 21 dias, entre los
meses de enero y abril del afio 2020 (141-246 DPI), se determind la
concentracion de clorofila de hojas frescas usando el protocolo descrito por
Warren (2008). El tejido fue congelado con nitrégeno liquido y macerado en
moledor automatizado TissuelLyserll (Qiagen). Posteriormente, se realiz6 una
extraccion con 1 mL de metanol seguido de un centrifugado de 2 min a 16000g,
transfiriéndose el sobrenadante a un nuevo tubo y con el pellet se realiz6 una
nueva extraccion con 1 mL de metanol, repitiendo el centrifugado anterior. Ambos
sobrenadantes se homogenizaron y 200 pL del extracto fue dispuesto en pocillos
de una placa Elisa y se midi6é su absorbancia a 652nm y 665mn con el equipo
NanoQuant Plate™ (Tecan, Barcelona, Espafia). Finalmente, se realiz6 una
correccion a ambas absorbancias para un volumen de 200 pL y matriz de
metanol, a través de las formulas: A652 = (Abs652-blanco)/0,51 y A665 =
(Abs665-blanco)/0,51, y se estim6 la concentracion de clorofila total con la

siguiente ecuacion:

Clorofila Total=19,3443(Abs652) + 4,3481(Abs665)

3.9 Determinacion de almidon y azucares en raices

Raices de vides se colectaron en reposo invernal el 22 de junio del 2019 (305
DPI), usando las mismas 27 plantas a las cuales se les determiné conductancia
estomatica y clorofila total e infectadas por P. chlamydospora y por D. seriata.
Las raices fueron pesadas y se congelaron con nitrégeno liquido, molidas con
mortero y pistilo hasta obtener un polvo fino. Luego, se procedié a transferir 500
mg en tubos de 15 mL, a los que se les agregé 5 mL de etanol al 80% v/v
agitandose vigorosamente e incubandose a 100°C por 10 minutos. Los tubos
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fueron centrifugados a 4000 rpm por 15 minutos y se transfirié el sobrenadante a
un tubo de 50 mL. Se repiti6é dos veces la extraccidn al pellet resultante y aparte,
se combinaron todos los sobrenadantes. Al pellet final se le determiné la
concentracion de almiddn acorde al protocolo y kit R-Biopharm (Cat. No. 10 207
748 035). Los sobrenadantes homogenizados se usaron para la determinacion
de D-fructosa y D-glucosa a traves de la reaccion enzimatica de
Amiloglucosidasa monitoreada por absorbancia a 334 nm acorde al protocolo y
el kit R-Biopharm (Cat. No. 10 139 106 035).

3.10 Determinacién de macro y micro elementos en raices

Nuevas raices fueron colectadas a 305 DPI, 22 de junio del 2019, de las 27
plantas tratadas, las cuales fueron lavadas primero con agua potable y luego con
una solucién de acido clorhidrico 0,3M y detergente libre de fosfato, para luego
nuevamente ser lavadas con agua potable y finalmente enjuagadas con agua
desionizada. El secado se realizé es una estufa a 80°C por un tiempo minimo de

8 h; una vez secas se molieron en un molinillo y finalmente tamizadas.

Se peso6 0,5 g de muestra, se traspaso a un crisol y se dispuso en el interior de
la mufla, calcinandose a: 200°C por 30 min, 300°C por 30 min, y luego a 550°C
por 200 min. Una vez enfriadas, a las muestras se les agregé 10 mL de HCL 0,2M
y se llevaron a placa calefactora a 150-155° C; luego se llevé a ebullicion por 30-
40 min, se dej6 enfriar y se trasvasijé a un matraz de aforo de 25 mL con agua
ultrapura. El contenido se transfirié a un tubo de 50 mL y dejé decantar por 6h.
La solucidn resultante se utilizé para la determinacién de contenido de nutrientes
por ICP OES, el cual fue calculado como partes por millébn y porcentajes relativos
en base a su peso seco. El contenido de nitrégeno fue determinado usando el
meétodo Kjeldahl (VELP DK 20 y UDK 129) (Benton, 1991); Ca, K, Mg, Na, P, S,
Cu, Fe, Mn, y Zn fueron determinados por ICP-OES (Agilent 5100 DV).
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3.11 Lesiones necroéticas

A los 305 DPI, se procedié a medir la longitud de las lesiones producto del avance
de la infeccién de los hongos inoculados. Para esto, se desprendio la corteza a
lo largo con ayuda de un bisturi hasta donde se apreciara la decoloracion o
necrosis producida por desarrollo del hongo fitopatdogeno. Se midi6 y registré las
estrias con regla y pie de metro (n=27) para infeccion por P. chlamydospora y

(n=27) para D. seriata.

3.12 Reaislado desde plantas inoculadas

El reaislado del respectivo patdogeno inoculado se realizé colectando nueve
astillas de cada planta de las zonas desde decoloracién vascular o con necrosis
con ayuda de un bisturi estéril y se flamearon en mechero de alcohol entre dos a
tres segundos. Luego, se traspasaron tres astillas por placa, una con medio APD
y dos con APDA (APD suplementado con 0,5 mL/L de &cido lactico, 0,005%
tetraciclina, 0,01% estreptomicina y 1% Igepal CO-630) (Sigma-Aldrich, MO,
EE.UU.) (Diaz y Latorre, 2014). Posteriormente, se incub6 en placa plastica a 22
°C y un fotoperiodo de 12 horas de luz por 25 dias. Finalmente, se observo y

registro el crecimiento de las especies fungosas aisladas.

3.13 Extraccion de ADN (P. chlamydosporay D. seriata) desde
aislados puros

La extraccion de ADN de los aislados puros de Phaeomoniella chlamydospora
(aislado Pch-N°57) y de Diplodia seriata (aislado DS-N°9) fue realizado con
micelio de colonias de 7 dias de crecimiento en medio de cultivo APD. Para ello,
se procedid colectando todo el micelio desde la placa Petri con ayuda de un

bisturi estéril. El micelio se puso en un mortero esterilizado y se moli
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completamente con nitrégeno liquido. La molienda resultante se transfirié a tubos
de micro centrifuga de 2 mL y se procedié a la extraccion de ADN gendmico
siguiendo las instrucciones del protocolo del kit ‘Dneasy Plant mini kit' (Quiagen,
Hilden, Alemania). Una vez obtenido el ADN, se confirmé su concentracion

usando el equipo NanoQuant Infinite Pro200 (Tecan, Barcelona, Espafia).

3.14 Extraccion de ADN desde plantas inoculadas (matriz
lefiosa)

Las plantas de vid fueron colectadas a 305 PDI, el 22 de junio del 2019. Se
procedio a retirar la corteza con ayuda de un bisturi para luego extraer 1cm de
longitud de madera en el punto de infeccion, dos zonas distales superiores (A'y
B, respectivamente) e inferiores al punto de infeccién (C y D, respectivamente)
completando un total de cinco muestras por planta y tres plantas por tratamiento
las cuales se utilizaron para la extraccion de ADN total, gendmico de vid y de los

hongos inoculados, P. chlamydospora y D. seriata.

Los trozos de madera fueron cortados con una tijera de poda desinfectada en
pequefios trozos y molidos en bolsas marca Bioreba con ayuda de un martillo
junto con 2 mL de buffer CTAB, luego de la molienda se adicioné otros 2 mL de
buffer CTAB, se homogenizé y se transfirio 1 mL a tubos de micro centrifuga de
2 mL. Para la obtencion de ADN gendOmico puro, se procedi6 segun las
instrucciones del protocolo de extraccion CTAB. La integridad y concentracion de
ADN fue determinada usando el equipo, NanoQuant Infinite Pro200 (Tecan,
Barcelona, Espafia) y mediante partidores del gen constitutivo actina (Bruisson
et al., 2017).
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3.15 Disefio de oligonucleétidos sintéticos y curvas estandar
(gPCR)

Productos de PCR obtenidos con partidores del gen B-tubulina (Cuadro 3.3)
fueron secuenciados por Macrogen (Macrogen Inc., Sedl, Corea), y una vez
obtenidas, las secuencias fueron editadas utilizando el software Bioedit V7.2.5y
posteriormente comparadas con la base de datos GenBank perteneciente al
National Center for Biotechnology (NCBI, EE.UU.), utlizando BLAST
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST). Una vez corroborada la identidad de las

secuencias se realiz6 el diseid6 de oligonucledtidos gBlock IDT

(http://www.idtADN.com), disefiando un gBlock de 437bp para D. seriata y uno

de 543bp para P. chlamydospora (este ultimo previamente disefiado por Cll de
vifla Concha y Toro). Los oligonucleoétidos se llevaron a dilucion de trabajo de

2,22x108 copias/uL y 1,79x10%° copias/yL. para cada hongo respectivamente.

Cuadro 3.3 Partidores utilizados para amplificar genes por PCR

Gen Partidor Secuencia Referencia
B-tubulina Bt2a 5 GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 3 Donaldson,
1995
B-tubulina  Bt2b 5" ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC & Donaldson,
1995
B-tubulina DseCQF 5" CTCTGCAATCGCTGACCCTTG ‘3 Pouzoulet,
2017
B-tubulina DseCQR 5 ACGTGTTTGTCTAACTAGTAGAGAGTACC ‘3 Pouzoulet,
2017
B-tubulina PhaChlam Confidencial * Vifa
BTUBF Concha vy
Toro
B-tubulina PhaChlam Confidencial * Vifa
BTUBR Concha vy
Toro

* Informacién estratégica de Vifia Concha y Toro sujeta a secreto industrial.
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Para el disefio de las curvas estandar se procedio desde ADN extraidos a partir
de cultivos puros, previamente chequeados para su concentracion e integridad.
Una vez determinada la concentracion del stock de ADN, se realizé una dilucion
seriada a razon de 1:10, partiendo de una concentracion conocida de 1,09 ng/uL
y 20,7 ng/puL de P. chlamydospora y D. seriata, respectivamente, determinada
con el equipo NanoQuant Infinite Pro200 (Tecan, Barcelona, Espafia).

Paralelamente, se procedio al disefio de curvas estandar para P. chlamydospora
y D. seriata, utilizando oligonucleotidos sintéticos (gBLock) como templados de
ADN, sintetizados a partir de las secuencias obtenidas del aislado Pch-N°57 de
P. chlamydospora y un oligonucleotido gBlock previamente disefiado por el
Centro de Investigacion e Innovacion de Vifia Concha y Toro para el hongo D.

seriata.

El procedimiento usado en este caso consistié en realizar una dilucién seriada
(1:10) de 6 puntos del standard molecular sintético (gBlock) sintetizado por IDT

(http://www.idtADN.com) partiendo de una concentracion 1x10° copias/pL.

calculada segun las indicaciones del fabricante. La mezcla de reaccion de gPCR
procedié en un volumen final de 10 pl, 5 yl 2x SYBR Green Master mix, partidor
a concentracion final de 0,5mM y 2 ul de agua ultra pura. La reaccién se llevo a
cabo en equipo Real-Time PCR system Quant Studio5 (ThermoFisher, EE.UU.)
de 384 pocillos. Se utilizé el programa QuantStudio Desing and Analysis software
V1.5.1, con reaccion de termociclado en modo standard, denaturacion 120s a
95°C, 40 ciclos consistentes en 1s a 95°C (denaturacion), 30s a 60°C (annealing
y extension) para finalmente realizar una curva de melting de 15s a 95°C, 60s a
60°C y 15s a 95°C.
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3.16 Cuantificacion por qPCR de P. chlamydosporay D. seriata

Desde el ADN extraido de las plantas de vid (madera) se llevo a cabo una
estandarizacion de las concentraciones realizando un qPCR con partidores para
el gen constitutivo de actina, ajustando las concentraciones mediante diluciones
en un rango de valores entre los 23 y 27 ct (cicle threshold). Una vez ajustado
este valor para el total de las extracciones de ADN se usaron 2 uL del extracto
de ADN, el que fue usado como templado para los analisis cuantitativos de gPCR.
La cuantificacion se realiz6 acorde a las curvas estandar previamente disefiadas
y los resultados fueron expresados en masa de ADN de hongo por masa de ADN
total (fg/g) y por numero de copias del gen B-tubulina por masa de ADN total

(N°copias/qg).

3.17 Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental utilizado fue un disefio completamente al azar con arreglo
factorial de dos factores, Trichoderma (T) y Micorrizas (M), y tres niveles
denominados TO, T1, T2 y MO, M1, M2, respectivamente. Puesto que es un
disefio factorial (3x3) se obtuvieron 9 tratamientos con 18 réplicas por tratamiento
(plantas de vid) con un total de 162 plantas. La mitad del total de las plantas
(n=81) se destinaron para inoculacion con Phaeomoniella chlamydospora y el
resto (n=81) para inoculacion con Diplodia seriata, dejando dos plantas sin
inocular (control negativo), respectivamente. Del total de plantas obtenidas se
evaluaron tres plantas para cada tratamiento y para cada ensayo de inoculacion
con los hongos causales de EMV mencionados anteriormente. Las plantas en
sus bolsas de cultivo fueron dispuestas al azar en dependencias del Laboratorio

de Patologia Frutal de la Universidad de Talca, Campus Talca, Talca.

El andlisis estadistico se realizé con el software Statgraphics Centurion XVI,

Version 16.1.03. Los datos fueron analizados por test de Shapiro-Wilk para
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establecer si los datos se distribuian normalmente y con el test de Levene’s para
evaluar la homogeneidad de varianza. Luego, los datos fueron sujeto de andlisis
de varianza de dos vias (ANDEVA). Los datos que no presentaron distribucion
normal fueron analizados por test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Estos test,
permitieron determinar los principales efectos de la inoculacién por Trichoderma
(TO, T2 Y T2) y Micorrizas (MO, M1 y M2) y la interaccion entre ellos. Cuando
algunos de los factores presentaron diferencias significativas (p-valor< 0,05) fue
usado el test de Tukey para establecer diferencias entre los niveles del factor. El
analisis de componentes principales se realizé con el software Matlab version
R2020b.
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V. RESULTADOS

4.1 Lesiones producto de los hongos de madera inoculados

A los 305 DPI, cuando las plantas de vid entraron en etapa de receso invernal,
se determind la dimension de las lesiones provocadas por el crecimiento y
desarrollo de los hongos de la madera inoculados P. chlamydospora y D. seriata
(Figura 4.1). Se pudo observar una decoloracion vascular, posterior al punto de

inoculacion de los hongos de la madera inoculados (Figura 4.1b y 4.1c).

|

Figura 4.1. Decoloracién vascular en vid cv. Cabernet Sauvignon sobre porta
injerto 101-14 (Vitis riparia x Vitis rupestris) a los 305 dias post infeccion (DPI)
con Phaeomoniella chlamydospora (b) y Diplodia seriata (c). Controles sin
inoculaciéon en donde se incorporé agua estéril en el punto de inoculacion (a).
Flechas indican los puntos de inoculacion.

En todos los tratamientos a los cuales se les inoculé hongos patdgenos se
observd decoloraciones vasculares cuando fue retirada la corteza del tronco
Figura 4.1. Por el contrario, la planta control que solo se introdujo agua no se

observaron lesiones. En el resultado de la medicion de longitud de las
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decoloraciones vasculares internas, producto de la inoculacion de hongos
fitopatdogenos, no presentd diferencias significativas entre los factores de los
tratamientos, (p < 0,05), ya sea para las plantas infectadas por P. chlamydospora
o D. seriata (Cuadro 4.1).

Cuadro 4.1 Longitud de las lesiones necroticas (mm) producidas por P.
chlamydospora y D. seriata en plantas tratadas con bioformulados comerciales
de Trichoderma (T), (TO, sin inéculo), (T1, Mamull®), (T2, Tifi®), Micorriza (M),
(MO, sin inéculo) (M1, Aegis-gel®), (M2, Oiko-Rhiza-E®) y testigo sin inoculaciéon
(TOMO). En las lesiones posterior a 305dias post infeccion (DPI), no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los factores de los
tratamientos (p < 0,05).

P. chlamydospora D. seriata
TO T1 T2 Media T0 T1 T2 Media
MO 137,0 1816 98,3 139,0 186,6 185,0 105,0 158,9
M1 110,0 83,3 76,0 89,8 173,3 130,0 81,6 128,3
M2 124,0 107,3 80,3 1039 230,6 205,0 1645 200,1
Media 123,7 124,1 849 1969 173,3 1171
ANDEVA ANDEVA
Trichoderma (T) Valor p 0,1710 Valor p 0,3024
Micorrhiza (M) Valor p 0,1125 Valor p 0,3923
TxM Valor p 0,6299 Valor p 0,9960

Sin embargo, se destaca la combinacion de factores (T2M1) entre todos los
tratamientos de bioformulados comerciales y para ambos hongos inoculados
presentando en ambos casos la media mas baja de longitud de lesiones
necroticas para los hongos fitopatégenos inoculados P. chlamydospora y D.

seriata. Cuadro 4.1.

38



4.2 Reaislado desde vides inoculadas

Todos los inoculados de P. chlamydospora (100%) fueron reaislados tras su
siembra en medios de cultivo. Sin embargo, solo un 1,2% de las muestras
sembradas de D. seriata. fueron reaisladas. La Figura 4.2a y Figura 4.2b. muestra
las colonias representativas desde los reaislados realizados desde virutas de

madera donde se presentaron las decoloraciones vasculares.

Figura 4.2. Colonia tipica de Diplodia seriata (a) y Phaeomoniella chlamydospora
(b) en medio de cultivo APD obtenidos desde madera del tronco de vides tratadas
con bioformulados comerciales de Trichoderma (T) y Micorriza (M).

4.3 Efecto de P. chlamydospora sobre la conductancia
estomatica

El efecto de la conductancia estomatica entre los meses de enero-abril afio 2020,
(148 — 239 DPI) en plantas de vid, cv. Cabernet Sauvignon/114-10, tratadas con
bioformulados comerciales basados de Trichoderma (T) y micorrizas (M)
posteriormente infectados por P. chlamydospora, se observan en el Cuadro 4.3.
Donde se puede apreciar que no existen diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05), con la excepcion de la medicién a 218 DPI de fecha 25
de marzo del afio 2019, correspondiente al factor micorriza (M) (p-valor=0.0136),
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la cual no representa una tendencia en los valores registrados durante la

temporada. Los que en general se mantienen entre (160-590 mmol/m?s).

4.4 Efecto de Diplodia seriata sobre la conductancia estomatica

Los resultados de conductancia estomatica (gs) en plantas de vid cv. Cabernet
Sauvignon/114-10 presentan en tres mediciones durante la temporada valores
con diferencias estadisticamente significativas (p-valor =0,0194, 0,0274 vy
0,0220), en el factor micorriza (M) a 176, 183 y 211 DPI, fechas 12,19 de febrero
y 18 de marzo, respectivamente. Ademas, Se observaron diferencias
estadisticamente significativas en (M1, Mamull®) a 176DPIl con medias por
debajo de los valores del testigo (M0), Cuadro 4.4. Sin embargo, este fue un caso
puntual que no representd una tendencia, en los resultados referente a las 14
semanas de registros de la conductancia estomatica. Es decir, los valores de
conductancia estomatica en plantas de vid tratadas con bioformulados
comerciales de Trichoderma (T) y Micorrizas (M) se observaron valores de

conductancia estomatica dentro de los rangos esperados para plantas de vid.
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Cuadro 4.3 Conductancia estomatica (gs) promedio correspondiente al grupo de plantas Tratadas con bioformulados
de Trichoderma (T), (TO, agua), (T1, Mamull®), (T2, Tifi®), Micorriza (M), (MO, sin indculo), (M1, Aegis-gel®), (M2,
Oiko-Rhiza-E®) infectadas por Phaeomoniella chlamydospora. NS: No Significativo; * Significativo (p<0,05);
promedios en una columna seguidos por la misma letra, no difieren estadisticamente segun test HSD Tukey (p<0,05)

Conductancia Estomatica (mmol/m?2s), P. chlamydospora

Tratamientos

Dias Post Inoculacién (DPI)

148 155 162 169 176 183 190 197 204 211 218 225 232 239
Trichoderma (T)
TO Agua 337,4 519,5 496,8 5080 471,0 4755 402,5 4383 4154 3551 271,1 262,0 218,6  169,6
T1 Mamull® 392,7 591,3 552,9 550,5 522,9 550,3 501,0 4892 399,8 3649 296,9 256,9  237,3  209,7
T2 Tifi® 2896 472,2 4651 523,7 470,0 504,3 477,8 4746 4030 3758 2894 216,8  222,8  208,5
Micorrizas (M)
MO Agua 3355 5104 4892 5285 469,1 539,6 4732 4725 4110 3624 3267b 2722 2615 2081
M1 Aegis-gel® 3205 536,3 499,2 501,8 469,1 479,6 4458 4610 4140 3796 290,2ab 223,7 2085 179,6
M2 Oiko-Rhiza-E® 3636 5363 5264 551,9 5257 5109 462,3 4686 3932 353,8 240,5a  239,8 208,8 200,0
ANDEVA
Trichoderma (T) NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Micorrizas (M) NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS * NS NS NS
TxM NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS




14%

Cuadro 4.4 Conductancia estomatica (gs) promedio correspondiente al grupo de plantas Tratadas con bioformulados
de Trichoderma (T), (TO, agua), (T1, Mamull®), (T2, Tifi®), Micorriza (M), (MO, sin indculo), (M1, Aegis-gel®), (M2,
Oiko-Rhiza-E®) infectadas por Diplodia seriata. NS: No Significativo; * Significativo (p<0,05); promedios en una
columna seguidos por la misma letra, no difieren estadisticamente segun test HSD Tukey (p<0,05).

Conductancia Estomatica (mmol/m?2s), Diplodia seriata

Dias Post Inoculacién (DPI)

Tratamientos

148 155 162 169 176 183 190 197 204 211 218 225 232 239
Trichoderma (T)

TO Agua 272,5 502,2 504,5 526,6 487,9 487,2 400,0 4556 4058 384,1 267,8 250,8 244,6 197,2
T1 Mamull® 338,1 549,7 563,5 551,6 561,2 559,8 464,5 452,6 438,1 392,0 327,4 314,8 254,8 211,4
T2 Tifi® 321,4 587,6 517,2 526,6 5406 503,4 484,3 489,6 459,2 358,2 320,5 261,3 239,4 182,1
Micorrizas (M)

MO Agua 342,9 592,9 5456 551,6 558,5b 548ab 4658 4954 447,8 353ab 3349 263,7 247,7 196,1
M1 Aegis-gel® 306,4 5356 488,7 502,6 467,3a 451,7a 427,5 433,1 3879 3443a 259,0 253,6 2146 181,7

M2 Oiko-Rhiza-E®  282,7 511,0 550,9 531,5 563,9b 550,6b 4555 469,4 467,3 4368b 321,8 309,6 276,55 212,9

ANDEVA

Trichoderma (T) NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Micorrizas (M) NS NS NS NS * * NS NS NS * NS NS NS NS
TxM NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS




4.5 Efecto de P. chlamydospora en el contenido de clorofila

El efecto de P. chlamydospora sobre las concentraciones de clorofila total en
plantas de vid cv. Cabernet Sauvignon/114-10 previamente tratadas con
bioformulados de Trichoderma (T) y Micorriza (M) entre los meses de enero y
abril, 141-246 DPI se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
factor Trichoderma (T) (p-Valor 0,0009; 0,0282 y 0,0434) a 162, 183 y 204 DPI
Respectivamente, y en el nivel (T1, Mamull®) a 162 y 204 DPI se observd
diferencias significativas con una media mayor en las concentraciones clorofila
total respecto al testigo (TO, agua). Mientras, en los restantes analisis no se
presentaron diferencias significativas en los factores de los tratamientos, ni se

evidencio interaccion entre ellos. Cuadro 4.5.

Cuadro 4.5 Concentracién promedio de clorofila total (ug/mL) total (enero-abril)
141-246 DPI, en plantas de vid cv. Cabernet Sauvignon/110-14 tratadas con
bioformulados de Trichoderma (T), (TO, agua), (T1, Mamull®), (T2, Tifi®),
Micorriza (M), (MO, sin indculo), (M1, Aegis-gel®), (M2, Oiko-Rhiza-E®)
infectadas por P. chlamydospora.

Clorofila, (ug/mL) Phaeomoniella chlamydospora
Dias Post Inoculacién (DPI)

Tratamientos

141 162 183 204 224 246
Trichoderma (T)
TO Agua 16,8 16,7a 18,1ab 196a 17,3 15,2
T1 Mamull® 16,9 222b 18,8b 26,2 b 21,1 17,2
T2 Tifi® 14,2 14,1a 140a 239ab 176 16,5
Micorrizas (M)
MO Agua 16,1 17,6 17,1 23,0 18,6 14,9
M1 Aegis-gel® 15,9 16,9 18,2 24,5 20,3 16,3
M2 Oiko-Rhiza-
E® 15,9 18,5 15,6 22,1 17,1 17,8
ANDEVA
Trichoderma (T) NS *kk * * NS NS
Micorrizas (M) NS NS NS NS NS NS
TxM NS NS NS NS NS NS
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4.6 Efecto de D. seriata en el contenido de clorofila

La consecuencia de D. seriata sobre las concentraciones de clorofila total en
plantas de vid cv. Cabernet Sauvignon/114-10 tratadas con bioformulados de
Trichoderma (T) y Micorriza (M) analizados a 141-246 DPI, enero-abril 2019, se
observo diferencias estadisticamente significativas con una media mayor en las
concentraciones clorofila total respecto al testigo (TO, agua) en el factor
Trichoderma (T) a 141, 224 y 246 DPI, (p-valor 0,0221; 0,0287 y 0,0287)
respectivamente, y en el factor Micorriza (M) a 224 DPI, (p-valor 0,0390) ademas,
se evidencié interaccion entre factores (TxM) a 224DPI, (p-valor 0,0074),y solo
en el primer punto de medicion a 141 DPI se presentaron diferencias significativas
en el nivel (T1, Mamull®) respecto al testigo (TO, agua). Cuadro 4.6. Sin embargo,
al igual que el caso anterior (P. chlamydospora) no representa una tendencia en
los resultados del presente trabajo.

Cuadro 4.6 Concentracion promedio de clorofila total (ug/mL) (enero-abril) a 141-
246 DPI, en plantas de vid cv. Cabernet Sauvignon/110-14 tratadas con
bioformulados de Trichoderma (T), (TO, agua), (T1, Mamull®), (T2, Tifi®),
Micorriza (M), (MO, sin indculo), (M1, Aegis-gel®), (M2, Oiko-Rhiza-E®)
infectadas por D. seriata.

Clorofila, (ug/mL) Diplodia seriata
Dias Post Inoculacién (DPI)

141 162 183 204 224 246

Tratamientos

Trichoderma (T)

TO Agua 149a 16,8 134 15,7 18,2 15,9ab
T1 Mamull® 190b 17,2 17,3 16,5 20,9 19,0b
T2 Tifi® 146a 159 151 14,7 16,7 13,1a
Micorrizas (M)

MO Agua 16,7 17,1 14,7 16,8 20,8 17,5
M1 Aegis-gel® 16,1 16,8 16,8 15,2 18,2 15,3
M2 Oiko-Rhiza-E® 15,6 16,0 14,3 14,8 16,8 15,2
ANDEVA

Trichoderma (T) * ns ns ns * *
Micorrizas (M) ns ns ns ns * ns
TxXM ns ns ns ns ** ns
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4.7 Efecto de P. chlamydospora sobre el contenido nutricional,
almidén, fructosay glucosa en raices

El analisis de componentes principales (ACP) de macroelementos,
microelementos, azulcares y fotoasimilados de reserva presentes en raices,
permitidé separar tratamientos del grupo testigo (TOMO) en plantas inoculadas por
P. chlamydospora. Sin embargo, la varianza explicada por este modelo fue de un
4,25 % en su tercera componente Figura 4.3. Por el contrario, el modelo de ACP
en las plantas de vid inoculadas por D. seriata no se observo la separacion de

tratamiento frente al grupo testigo.

4.7.1 Andlisis de componentes principales sobre contenidos
nutricionales y fotoasimilados en vid infectadas por P.
chlamydospora

El efecto de la inoculacién de P. chlamydospora en los contenidos nutricionales
de macroelementos y microelementos, almiddn, fructosa y glucosa presentes en
las raices de plantas de vid, a 305 DPI, se realiz6 mediante un analisis de
componentes principales (ACP), en el cual se logré separar del grupo testigo
TOMO los tratamientos T1M2, T2M2, T2M1 y T2MO en su tercera componente.
Sin embargo, la tercera componente contiene un 4,25% de la varianza explicada
(EV). Ademas, se observa que el tratamiento testigo TOMO presenta menores
niveles de sus componentes, con excepcion de glucosa, respecto a los
tratamientos T1M2, T2M2, T2M1 y T2MO y que a Su vez contienen mayores
contenidos fructosa y almidon, macroelementos (N, P y K) y microelementos
analizados Figura 4.3. Los ACP respecto a la primera componente explican un
85% de la varianza, pero no se logra la separacion de los tratamientos en relacion

a los componentes analizados.
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Figura 4.3 Analisis de componentes principales (ACP) realizado con las variables
del contenido nutricional (Macroelementos y microelementos), almidén, fructosa
y glucosa para plantas de vid cv. Cabernet Sauvignon/114-10 inoculadas con P.
chlamydospora y tratadas con bioformulados de Trichoderma (T), (TO, agua), (T1,
Mamull®), (T2, Tifi®), Micorriza (M), (MO, sin inéculo), (M1, Aegis-gel®), (M2,
Oiko-Rhiza-E®).

4.7.2 Andlisis de componentes principales principales sobre
contenidos nutricionales y fotoasimilados en vides infectadas
por Diplodia seriata

Los resultados referentes al analisis de componentes principales (ACP)
obtenidos de datos nutricionales de macroelementos y microelementos, almidon,
fructosa y glucosa presentes en las raices de las plantas de vid, a 305 DPI,
indican que no se logré6 separar tratamientos en ningunas de las tres
componentes analizadas. Al graficar la segunda y tercera componente se obtiene
un 6,6% y 4,7% de la varianza explicada para la segunda y tercera componente,
respectivamente (Figura 4.4).
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Figura 4.4 Andlisis de componentes principales (ACP) realizado con las variables
del andlisis nutricional (Macroelementos y microelementos), almidén, fructosa y
glucosa en plantas de vid cv. Cabernet Sauvignon/114-10 tratadas con
bioformulados de Trichoderma (T), (TO, agua), (T1, Mamull®), (T2, Tifi®),
Micorriza (M), (MO, sin inoculo), (M1, Aegis-gel®), (M2, Oiko-Rhiza-E®) e
infectadas por D. seriata.

4.7.3 Contenido de almidon, glucosay fructosa en raices de
vides inoculadas por Phaeomoniella chlamydospora

Los contenidos de almiddn, glucosa y fructosa en raices de plantas de vid cv.
Cabernet Sauvignon/110-14 analizadas a 305 DPI presentaron diferencias
estadisticamente significativas en el factor Trichoderma (T) en los contenidos de
glucosay fructosa (p-valor 0,0412 y 0,0005) respectivamente, e interaccion entre
los factores (TxM) (p-valor 0,0410) en el contenido de fructosa. Adicionalmente,
test de Tukey nos evidencia diferencias significativas en el contenido de fructosa
nivel (T2, Tifi®) comparado con el testigo (TO, agua) y (T1, Mamull®) (Cuadro
4.7).

4.7.4 Contenido de almidon glucosay fructosa en raices de
vides inoculadas por Diplodia seriata

Los contenidos de almiddn, glucosa y fructosa en raices de plantas de vid cv.

Cabernet Sauvignon/110-14 analizadas a 305 DPI no presentaron diferencias
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estadisticamente significativas en los factores de Trichoderma (T) y Micorriza (M)
a su vez tampoco se presentaron interaccion significativa entre los factores de
Trichoderma y Micorriza (TxM) Cuadro 4.7 para el total de fotoasimilados

analizados, almidon, glucosa y fructosa.

Cuadro 4.7 Contenido de almiddn, glucosa y fructosa en raices de plantas de vid
cv. Cabernet Sauvignon/110-14 a 305 DPI tratadas con bioformulados de
Trichoderma (T), (TO, agua), (T1, Mamull®), (T2, Tifi®), Micorriza (M), (MO, sin
indculo), (M1, Aegis-gel®), (M2, Oiko-Rhiza-E®) infectadas por Phaeomoniella
chlamydospora y Diplodia seriata.

Almidon (g/100g).

P. chlamydospora D. seriata
T0 T1 T2 Media T0 T1 T2 Media
MO 0,0083 0,0108 0,0068 0,0087 0,0033 0,0029 0,0047 0,0036
M1 0,0053 0,0080 0,0066 0,0067 0,0032 0,0061 0,0026  0,0040
M2 0,0089 0,0040 0,0033 0,0054 0,0025 0,0083 0,0027 0,0045
Media 0,0075 0,0076 0,0056 0,0030 0,0058  0,0033
ANDEVA Kruskal-Wallis
Trichoderma (T) Valor p 0,4317
Micorrhiza (M) Valor p 0,1886 Valor p 0,9873
TXxM Valor p 0,00001
Glucosa (g/100g).
P. chlamydospora D. seriata
T0 T1 T2 Media T0 T1 T2 Media
MO 1,9x10* 1,3x10*  8,5x107 1x10* 1x10“4 1x10* 3,2x10° 9x10°
M1 1,4x10* 1,7x10 8,1x10° 1,3x10* 1x10% O 1,3x10* 9x10°
M2 2,2x10° 9,8 x10°  5,4x10° 5,8x10 2x10* 6x10% 1,6x10* 1,4x104
Media 1x10“ab 1x10%b 5x10-°a 1x10*  4x10° 1x10*
ANDEVA ANDEVA
Trichoderma (T) Valor p 0,0412 * Valor p 0,2641
Micorrhiza (M) Valor p 0,1165 Valor p 0,7311
TXM Valor p 0,1999 Valor p 0,4639

Fructosa (g/100g).

P. chlamydospora D. seriata
T0 T1 T2 Media T0 T1 T2 Media

MO 6x10° 5x10% 1x104 8 x10° 1,5x10 2,6x10 1,4x10 1,8x10*
M1 4x10° 8x10° 2x104 1x10* 1,5x10 1,4x10 1,1x10* 1,4x10*
M2 2x104 5x10° 2x10* 1,2x10° 1,1x10* 1,6x10* 1,5x10*4 1,4x10*4
Media 9x107%a 6x10-°a 2x10“b 1,4x104 1,9x104 1,4x10*

ANDEVA ANDEVA
Trichoderma (T) Valor p 0,0005 *** Valor p 0,2322
Micorrhiza (M) Valor p 0,1867 Valor p 0,3151
TXM Valor p 0,0410 * Valor p 0,5040
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4.8 ADN de hongos patdgenos desde cultivo axénico para
disefio de g-block y curvas estandar

Como resultado del ADN extraido desde cultivos puros de aislados de P.
chlamydospora y D. seriata aislados Pch-N°57 y Ds-N°9, respectivamente, se
logro la amplificacion y secuenciacion del fragmento de 200pb correspondiente
al gen de B-tubulina, permitiendo el disefio de sondas de oligonucleotidos
sintéticos de ADN (g-block) para el uso como estandar en el desarrollo e
implementacion de curvas de calibracion. Paralelamente, el ADN gendmico
purificado y cuantificado se utilizé en el disefio de las curvas estandar, segun

corresponda.

4.9 Disefio de gBlock

A partir del producto de PCR del gen B-tubulina desde ADN de los aislados puros
de D. seriata y P. chlamydospora Ds-N°9 y Pch-N°57, respectivamente, se
obtuvieron secuencias que permitieron el correcto alineamiento (Figura 4.4) y
disefio y sintesis de oligonucledtidos sintéticos g-block. No obstante, para P.
chlamydospora se utiliz6 un gBlock previamente disefiado y facilitado por el

Centro de Investigacion e Innovacién de Vifia Concha y Toro.

Las secuencias obtenidas fueron las siguientes:

gBlock Diplodia seriata (disefio del presente estudio)
>Diplodia seriata isolate Bot-2018-S22 beta-tubulin (Btub) gene.

GGTGCTGCTTTCTGGTTTGTTGCCAAAACACTCCCGCTGCCGLCGLCLCLCCCC
GCTGACGCCAATCGACACCACAGGCAGACTATCTCTGGCGAGCACGGCCT
GGACGGCTCCGGCGTGTAAGTTTGCGCTGTCTTTGCCGCGCTCTGCAATC
GCTGACCCTTGGCAGCTACAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCA
TGAACGTCTACTTCAACGAGGTACTCTCTACTAGTTAGACAAACACGTAAAG
TATGGCAATCTTCTGAACGCGCAGCAGGCATCCAACAATAAGTACGTTCCT
CGTGCTGTCCTCGTTGACCTCGAGCCCGGCACCATGGATGCCGTCCGLCGC
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CGGCCCCTTCGGCCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGT
CTGGTGCCGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTA

gBlock Phaeomoniella chlamydospora (disefio de ClIl)

CCGCACCCCACCTTCGCTCTTCTGCCATTGTACCTGCTTTACTGACGTGAA
CTTTGCTTGACTACAGGTTCATCTTCAAACCGGCCAATGTGTAAGTCATATT
TGACTCCTAATACTGCGAGATTTGTTGCTGACGACGTCCAGGGTAACCAAA
TTGGTGCTGCCTTCTGGTAAGCCATAACCCCTCTAAACCTCGACGACTACA
GACGCGCCAGACAAGAACGATGCTCACATCGCATTAGGCAAACAATCTCTG
GTGAACACGGCCTTGATGGCTCTGGTGTGTAAGTTCAATCGACTCTCATAC
TGATACCATGGTTCACTGATCTTGGAACAGCTACAATGGAACCTCCGACCT
CCAACTTGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACGAGGTACTTGAGAACAGTCT
TTCCACTACGATACATACAATACTAATCTCCATTAGGCGTCTGGCAACAAGT
ATGTCCCACGTGCCGTCCTCGTCGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCT
GTCCGTGCAGGTCCATTCGGTCAACTTTTCCG

$¥ C\Biokdit\Temp\~out.tmp = e

H & [fmten <1 - B 2total sequences [shade treshold 100% +] = |
equence Mask: Hane
22k Hore

Mode: | Select / Slide =

1) 0
ICTACTAGITAGA BAR B G
jctactagttaga aaz a g

Figura 4.4 Alineamiento de secuencias, software BioEdit, con partidores
especificos para D. seriata. Se observa el perfecto alineamiento de la pareja de
primers (recuadros negros) en la secuencia molde que se utilizé para el disefio
del gBlock.

52



4.10 Curva estandar P. chlamydosporay D. seriata

Las curvas estandar con mejor eficiencia, error y R? se seleccionaron para
realizar la cuantificacion de los hongos patdégenos. Para el caso de P.
chlamydospora la curva seleccionada presentd una eficiencia de 98%,
error=0,058, R2=0,995 y una ecuacion Y= -3,368X + 35,359.

De forma similar para cuantificacion de D. seriata se seleccion¢ la curva estandar
que presenté una eficiencia de 101%, error=0,026, R2=0,999 y la ecuacion
representada por Y=-3,285 + 43,125. Figura 4.5.

a Standard Curve P.chlamydospora b Standard Curve D.seriata

Y=-3,368X+35,359 »

Y= -3,285X+43,125
R2=0,995

R2? =0,999

Figura 4.5 Curvas estandar. Phaeomoniella chlamydospora (a), Diplodia seriata
(b), en recuadro se observan las ecuaciones con su R?, respectivamente,
generadas por dilucion seriada (1:10) de ADN gendmico partiendo de 1,09 ng/uL
y 20,7ng/uL respectivamente.

4.11 Cuantificacion genémica (qPCR) de hongos de la madera

A partir de las curvas de calibracion generadas se procedio al chequeo de la
calidad e integridad del ADN extraido en las cinco zonas previamente
determinadas por cada planta mediante amplificacion por gPCR usando
partidores especificos para el gen de actina. Una vez ajustado los valores de CT
en un rango de 25-29CT para una amplificacion exitosa del gen B-tubulina con el
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set de partidores previamente reportados Cuadro 3.3, se procedié con gPCR y
posterior cuantificacion usando las curvas ya descritas anteriormente Figura 4.5a
y 4.5b. En la Figura 4.6 y Figura 4.7 se observa la cuantificacion en unidad de
fentogramos (fg) a través de las cinco zonas evaluadas. Se destaca entre los
resultados que el punto de inoculacién presenta la mayor cantidad de ADN para
la mayoria de los tratamientos; la colonizacion en mayor medida hacia el extremo
apical de la planta y en el tratamiento T1M2 solo se cuantifica ADN de D. seriata
en el punto de inoculacién. Adicionalmente los tratamientos TOM1 y T2M2 se
detect6 y cuantifico6 ADN de D. seriata en un punto bajo la zona de inoculacién.
Mientras en el resto de los tratamientos se detect6 y cuantific en las cinco zonas

analizadas.

4.11.1 Cuantificacion de Phaeomoniella chlamydospora

Para la cuantificacién de ADN mediante qPCR correspondiente a estacas de vid
tratadas con bioformulados de Trichoderma (T) y Micorrizas (M) comerciales e
inoculadas por P. chlamydospora se observé un mayor contenido en el punto de
inoculacién, continuado de las secciones superiores (A y B) obteniéndose en
todos los tratamientos una mayor cuantificacion en las secciones superiores al

punto de inoculacién en las plantas.
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Figura 4.6 Cuantificacion de ADN (fg) por gPCR de cinco zonas del tronco a 305
DPI, para plantas de vid tratadas con dos bioformulados comerciales de
Trichoderma (T), (TO, agua), (T1, Mamull®), (T2, Tifi®), Micorriza (M), (MO, sin
indculo), (M1, Aegis-gel®), (M2, Oiko-Rhiza-E®) y posteriormente infectados por
P. chlamydospora. Las letras (A, B, Cy D) y el “Punto de inoculacion” representan
las cinco zonas de donde se extrajo ADN para su cuantificacion.

En todos los tratamientos realizados con bioformulados comerciales de
Trichoderma (T) y Micorriza (M) e inoculados por P. chlamydospora, se observa
que la colonizacion ocurre en todo el largo del tronco, en las cinco zonas
analizadas, a 305 DPI en rangos desde 4,6-7,4 fg T1IM2 4,6; TOMO 4,8; T2M1
4,9; T2M2 5,1; TOM2 5,4; TOM1 5,5; TAIM1 5,9; T2MO 6,9 y T1IMO 7,4 fg.
respectivamente. El contenido de ADN en la zona de inoculacién fue en promedio
2,7 fg seguido por la zona (B) 1,3 fg, entre todos los tratamientos testeados
(Figura 4.6).

4.11.2 Cuantificacion de Diplodia seriata

En la cuantificacion realizada a las plantas infectadas por D. seriata se evidencia
que el tratamiento T1IM2 no presenta cantidades cuantificables por qPCR en

zonas diferentes al punto de inoculacién. Ademas, en los tratamientos TOM1 y
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T2M2 en las zonas A y B no hubo cantidades cuantificables, mientras que se
detectd y cuantificé 0,8 y 0,9 fg en la zona inferior al punto de inoculacion C y D,
respectivamente. El contenido promedio de ADN en el total de los tratamientos
fue: TOM1 3,6; TIM2 3,6; T2M2 3,7; TOMO 5,9; T1IM1 7,9; T1IMO 9,4; T2M1 9,5;
TOM2 9,9 y T2MO 14,4 fg y la cantidad de ADN promedio en la zona de
inoculacion fue de 3,1 fg entre el total de los tratamientos analizados. Y en

segundo lugar la zona B con 1,4 fg. Figura 4.7.

ADN(fg) D. seriata
16,0
14,0 "
12,0
W 10,0 B
——» WPuntode

inoculacidn
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Figura 4.7 Cuantificacion de ADN (fg) por gPCR de cinco zonas del tronco a 305
DPI, para plantas de vid tratadas con dos bioformulados comerciales de
Trichoderma (T), (TO, agua), (T1, Mamull®), (T2, Tifi®), Micorriza (M), (MO, sin
in6culo), (M1, Aegis-gel®), (M2, Oiko-Rhiza-E®) y posteriormente infectados por
D. seriata. Las letras (A, B, C y D) y el “punto de inoculacion” representan las
cinco zonas de donde se extrajo ADN para su cuantificacion.

Para las concentraciones de ADN cuantificadas en plantas infectadas por D.
seriata, se detectd Unicamente en el punto de inoculacion 3,6 fg, en el tratamiento
T1M2 y en los tratamientos TOM1 y T1M2 se detectd y cuantifico. ADN de D.
seriata en el punto de inoculacion la cantidad de 2,8 fg para ambos casos. En
zonas inferiores al punto de inoculacion B y C se detect6 y cuantifico 0,8 y 0,9 fg
respectivamente. En el resto de los tratamientos la colonizacion del hongo se

cuantifica en todas las zonas analizadas del tronco de la planta.
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V. DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue evaluar bajo diferentes parametros
moleculares y fisiolégicos la eficacia en la proteccion conferida sobre plantas de
vid reforzadas en etapa de vivero con bioformulados basados en Trichoderma y
micorrizas frente a una infeccién conferida por Phaeomoniella chlamydospora y

Diplodia seriata.

Lesiones necréticas y reaislado; Los resultados de las plantas inoculadas con P.
chlamydospora y D. seriata si bien presentaron decoloraciones vasculares, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p-valor<0,05) entre los
factores de los tratamientos. Adicionalmente, P. chlamydospora se consiguio re-
aislar en su totalidad, mientras, D. seriata solo alcanz6 un 1,2% del total.
Informacién previa indica que el uso de métodos tradicionales para detectar
hongos de la madera desde muestras provenientes de plantas podria subestimar
los niveles de incidencia debido al rapido crecimiento de otros hongos presentes
en las muestras que pueden superar el crecimiento del hongo de la madera
ocasionando falsos negativos (Pouzoulet et al., 2017; Reis et al., 2019). Ademas,
factores como madurez de los brotes, metabolismo del hospedero, clima,
aparicion de levaduras y bacterias pueden afectar la deteccion y ocurrencia del
hongo de la madera (Fourie y Halleen, 2002). Sin embargo, Botryosphaeriaceae
spp. y P. chlamydospora han sido detectadas en valles del centro-sur de Chile
entre CuricO y el Bio-Bio, el cual es asociado con la humedad y la temperatura

del clima Mediterraneo (Diaz y Latorre, 2013).

Conductancia estomatica; El efecto de P. chlamydospora o D. seriata sobre la
conductancia estoméatica no presentaron significancia estadistica en la mayoria
de las mediciones efectuadas, las cuales se mantuvieron en el rango de (160-
590 mmol/m?s). Edwards et al. (2007 b), reporta valores similares (190-390
mmol/m?s) en plantas cv. Cabernet Sauvignon sin estrés hidrico, dispuestas en

maceta e infectadas por P. chlamydospora. De hecho, la conductancia
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estomatica en plantas infectadas fue mayor que las no infectas, indicando que la
infeccion interfiere con la normal regulacion estomatica. De manera similar,
plantas de vid cv. Red Grenache plantadas en macetas de 3L e inoculadas con
Eutypa lata presentaron valores de conductancia estomatica superiores (200-440
mmol/m?s) frente a plantas no infectadas y sin estrés hidrico (Sosnowski et al.,
2011). De otro modo, el cierre estomatico se asocia a sintomas foliares de EMV
(Petit et al., 2006) y también, se reporta una baja significativa de la conductancia
estomatica la cual se produce una semana antes de la aparicion de sintomas
foliares (Letousey et al., 2010). Sin embargo, Ouadi et al., (2019) observo en
vides cuando aun no expresaban ningun sintoma foliar un promedio de
conductancia estomatica significativamente alto (p-valor 0,04) respecto al control
(169,3 mmol/m?s vs 28,8 mmol/m?s), respectivamente, solo dos dias antes que
apareciera el primer sintoma foliar. Esta diferencia estadisticamente significativa
(p-valor 0,021) también fue registrada una semana posterior a la aparicion de
sintomas foliares de Esca. En efecto, en el presente trabajo las plantas vid no
presentaron sintomas foliares evidentes asociados a EMV (datos no mostrados)
gue se puedan asociar a los hongos fitopatégenos inoculados. Por lo tanto, los
resultados del presente estudio presentaron un comportamiento en su funcién
estomatica similar a plantas que solo estan infectadas por hongos de la madera.
Es decir, vides sin tratamiento de refuerzo biolégico de Trichoderma y/o
micorrizas o estrés hidrico. Demostrando, que el refuerzo biolégico aplicado en
etapa de vivero a 22 meses no tendria un efecto sobre el control de la funcién
estomatica en plantas de vid inoculadas con hongos de la madera, pero si se

observan valores similares a plantas afectadas por EMV.

Clorofila total; En nuestros resultados las medias de concentraciones de clorofila
presentaron resultados significativos en el factor Trichoderma en el nivel T1
Mamull® en tres puntos de las mediciones realizadas para P. chlamydospora y
dos puntos para D. seriata. Sin embargo, durante todas las mediciones

correspondientes al factor T1, para ambos hongos de la madera, se observaron
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contenidos de clorofila mayores respecto al control sin tratamiento TO. De esta
manera, T1 Mamull®, tenderia a mejorar o evitar una baja de las concentraciones
de clorofila en una planta infectada por P. chlamydospora o D. seriata frente a
vides no tratadas con Trichoderma. Por su parte, las plantas sin tratamiento no
se vieron seriamente afectadas en sus contenidos de clorofila, ni presentaron
sintomas foliares que puedan ser asociados a EMV. Sintomas foliares han sido
asociados con la alteracion del aparato fotosintético, que es revelado por una
disminucién de los contenidos de clorofila a y b, aparentemente en los mismos
niveles. Similares niveles de reduccion en pigmentos han sido reportados en
plantas con variados patégenos causado por la degradacion de pigmentos o
inhibicién de la fotosintesis (Petit y Gubler, 2006). Hojas sintoméaticas siempre
presentan menores contenidos de clorofila y alteraciones como tamafio de hojas,
peso fresco, peso seco, se presentan en menor intensidad en hojas
asintomaticas (Bruno et al., 2022). Siguiendo es esta misma idea, se ha reportado
que plantas de vid con sintomas foliares presentan una reduccién de la clorofila
total (Petit y Gubler, 2006) siete dias anterior de la aparicion de sintomas foliares
(Letousey et al., 2010) y similares disminuciones en los contenidos de clorofila
son descritas en hojas sintomaticas de cultivos in-vitro e infectadas por P.
chlamydospora (Santos et al., 2005). Estos factores podrian explicar que las
plantas sin tratamiento e inoculadas con hongos de la madera no presentaron
una importante alteracién en las concentraciones de clorofila debido a la carencia
de sintomas foliares durante la temporada de estudio. Adicionalmente, vides
inoculadas con micorrizas arbusculares se reporta que el contenido de clorofila
permanece reducido o sin cambios dependiendo de la cepa de MA inoculada
(Biricolti et al., 1997; Smith y Read, 2008). Asi mismo, esto podria reforzar la idea
sobre la sola influencia de Trichoderma sobre los incrementos de las

concentraciones de clorofila en las plantas de vid del presente estudio.

Es reportado que el principal efecto fisiolégico de EMV es el concerniente al

metabolismo de los carbohidratos (Fontaine et al.,, 2015) restringiendo la

59



produccion de azUcares y otros metabolitos secundarios envueltos en los
mecanismos de resistencias de la planta (Ouadi et al., 2019). No obstante,
Trichoderma se caracteriza por sus atributos en mejorar los aspectos como es la
eficiencia fotosintética que podria haber contribuido en las mayores
concentraciones de azucares observadas en plantas infectadas por P.
chlamydospora. (Singh et al., 2018).

En el presente trabajo los contenidos de fotoasimilados de glucosa, fructosa y
almidon presentaron bajas concentraciones en las muestras de raices analizadas
en todas las plantas infectadas por P. chlamydospora y D. seriata en referencia
a plantas no infectadas (Kliewer, 1966; Rogiers et al., 2011; Savi et al., 2021).
Las bajas concentraciones evidenciadas en raices es un indicio que el
metabolismo del carbono (C), transformacién de C inorganico a C organico
(azucares), esta siendo afectado por la infeccion de patégenos como hongos de
la madera que generan variadas modificaciones fisioldgicas como la perturbacién
de la fotosintesis (Letousey et al., 2010, Magnin-Robert et al., 2011). Como
consecuencia, los contenidos de almidén decrecen tanto en plantas sintomaticas
como en asintomaticas (Petit y Gubler, 2006), esta baja en los contenidos de
fotoasimilados podria afectar e incidir en el vigor de las plantas en temporadas
venideras. De similar manera, los contenidos de glucosa y fructosa decrecen en
respuesta a la infeccion por EMV desviando el carbono y la energia desde el
metabolismo primario al secundario para la producciéon de fitoalexinas,
incrementando los compuestos fendlicos y decreciendo las concentraciones de
glucosa y fructosa (Lima et al., 2010). Ademas, el decrecimiento en los
contenidos de glucosa y fructosa podria reflejar una baja en la actividad
fotosintética que fue previamente descrita en hojas de V. vinifera cv. Alvarinho
afectadas por Esca (Felgueiras, 2006). De la misma forma la infeccion
ocasionada por los patégenos inoculados podria afectar la actividad fotosintética
explicando los bajos contenidos de glucosa, fructosa y almidén en raices de las

vides del presente estudio. Dado que vides podrian reaccionar precozmente
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reduciendo la fotosintesis y gatillando los mecanismos de defensa en respuesta
a EMV (Magnin-Robert, 2011). La produccion de compuestos de defensa utiliza
recursos de la planta incluyendo amino acido, carbohidratos y nutrientes. La
remocion de estos recursos del pool de reservas de puede tener efectos sobre el
crecimiento de la planta. Por ejemplo, la reduccién de vigor observada en plantas
afectadas por EMV (Mundy y Manning, 2011).

El efecto de la interaccion planta-hongo va a depender de la extension en la
colonizacion del hongo, independientemente si son especies patdgenas o
mutualistas (Beldoménico y Begon, 2010; Bodles et al., 2006). Ademas, el
cambio de comportamiento endofitico desde neutral a patogénico o mutualista
puede depender de la condicion del tejido hospedero, factores medio ambientales
y la extension de la colonizacion (Tellenbach et al., 2010). Métodos moleculares
como gPCR es usado en la deteccién de hongos de la madera (Overton, 2004;
Martin et al., 2012; Pouzoulet et al., 2013; 2017; Moisy et al., 2017; Gainza et al.;
2020) en complemento a la deteccion por métodos tradicionales de aislacion e
identificacion morfolégica de los hongos (Morales et al., 2012; Diaz y Latorre,
2013). Sin embargo, las técnicas tradicionales pueden generar falsos negativos
(Pouzoulet et al., 2017; Reis et al., 2019). En el presente estudio se logro detectar
y cuantificar por gPCR los dos hongos inoculados y en cuatro zonas distales al
punto de inoculacién, con la ayuda de las curvas de calibracion realizadas a partir
de ADN genomico de P. chlamydospora y D. seriata. Phaeomoniella
chlamydospora se consigue detectar en todos los puntos analizados. De manera
similar, se logra detectar y cuantificar las muestras provenientes de plantas
infectadas por D. seriata, pero en este caso no se logra detectar en todas las
zonas analizadas. Para tres tratamientos TOM1, T1M2 y T2M2 solo se detecta D.
seriata en el punto de inoculacion y contiguo a él Figura 4.7. Nuestros resultados
muestran que en el caso de infeccion por D. seriata la deteccion por cultivo
tradicional es subestimada frente a la presencia del patdgeno. No obstante, las

cantidades cuantificadas son bajas, basado en el peso estimado del genoma de
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P. chlamydospora (28 fg) y D. seriata (38fg) (Dolezel et al., 2003; Pouzoulet et
al., 2013, 2017). Desde el punto de vista de la deteccion y cuantificacion de los
hongos de la madera usados en este estudio, el g°PCR puede ser usada como
una técnica de analisis comparativa, de confirmacién y complementaria al cultivo
tradicional en la identificaciébn de hongos de la madera, con la ventaja de poder
ser detectado directamente desde madera infectada (Retief et al., 2005; Moisy et
al., 2017; Martin et al.,2012; Gainza et al., 2020).

A partir de todos los analisis y datos obtenidos de parametros como
fotoasimilados, clorofila total, nutricionales de macro y micro elementos y en la
cuantificacion de ADN de los hongos fitopatdgenos inoculados, no se logra
evidenciar una proteccion a largo plazo (22 meses) de los bioformulados
aplicados en vides en etapa de vivero frente a una infeccién de hongos de la
madera como P. chlamydospora y D. seriata. A pesar, que se reporta que
Trichoderma y micorriza pueden llegar a biocontrolar patdégenos, incluidos
hongos de la madera, existen variados factores que pueden haber incidido en las
plantas analizadas, como la naturaleza misma de los biocontroladores o su
interaccién Patbgeno-MA-Planta, que en algunos casos podria incluso potenciar
al patogeno (Holland et al, 2019; Landi et al., 2021). Ademas, Trichoderma para
ser considerado un biocontrolador exitoso de hongos de madera debe
establecerse y colonizar las plantas inoculadas (John et al., 2008), otro factor a
considerar, y el tiempo trascurrido entre la aplicacion (Berbegal et al., 2019) y el
estado de crecimiento en que se encuentre la planta de vid (Di-Marco y Osti,
2007). Sin embargo, la sola aplicacion en etapa de vivero podria no ser suficiente
para obtener los efectos benéficos esperados a largo plazo, A pesar que se ha
descrito que Trichoderma es reaislado desde madera de vid cv. Nyora posterior
a 20 meses desde su aplicacion. No obstante, dependera de los cvs. usados
(John et al., 2008). Vides con refuerzos y repeticiones durante siete afios en la
aplicaciéon de Trichoderma presentan una reduccion del 22% de los niveles de

incidencia de plantas infectadas por EMV (Bigot et al., 2020), Sin embargo, es
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necesario optimizar los tiempos de aplicacion (Mutawila et al., 2016) y explorar
las cepas a inocular en relacion al cultivar de vid que se desea proteger frente a
infecciones de patdgenos y en especial los hongos de la madera (Carro-Huerga
et al., 2020; 2021). Adicionalmente, la importancia de evaluar cepas nativas de
Trichoderma que, por ejemplo, presenten mejoras adaptativas que permitan
sobrevivir a un medioambiente cambiante consiguiendo brindar una mayor
proteccion a las vides y coevolucionar junto al vifiedo (Carro-Huerga et al., 2021)
y la importancia de entender las interacciones entre las comunidades
microbianas de la rizosfera y la planta, para el desarrollo de estrategias
sustentables en el manejo de las enfermedades de la madera de la vid (Landi et
al., 2021). Finalmente, se requieren mas estudios para verificar la eficacia en la
proteccion de plantas de vid con bioformulados de Trichoderma y el efecto de
micorrizas comerciales nativas frente a la infecciéon de hongos de la madera, la
optimizaciéon de los métodos y formas de aplicaciébn en etapa de vivero e
incorporando refuerzos de las aplicaciones de los biocontroladores, en la

formacion y establecimiento del vifiedo.
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VI. CONCLUSION

En todas las plantas evaluadas y tratadas con bioformulados de Trichoderma y
micorrizas se logré observar estrias necroticas producto del avance de los
hongos P. chlamydospora y D. seriata inoculados a 305 DPI y estas no

presentaron diferencias entre los tratamientos aplicados.

En el efecto sobre parametros fisioldégicos, se observé un incremento en los
contenidos de clorofila en el factor Trichoderma T1 Mamull® tanto en el grupo de
plantas inoculadas con P. chlamydospora como en las plantas inoculadas con D.

seriata.

En la deteccion y cuantificacion, se valida el uso de herramientas moleculares
(gPCR) como apoyo a las técnicas clasicas de cultivo para la deteccion y
cuantificacion de P. chlamydospora y D. seriata extraidas desde madera de
plantas inoculadas. Ademas, es posible detectar el movimiento o avance del
hongo en la deteccion en cuatro zonas distales al punto de inoculacién,
ofreciendo una herramienta rapida y especifica en el diagndstico, posibilitando su

deteccién en madera asintomatica como lo es el material de propagacion.
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