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La vid es uno de los frutales mas importantes en Baja California, tanto en
superficie, como en volumen y valor de produccion. Esta regién produce el 95% de los
vinos mexicanos. En Ensenada las enfermedades de la madera de la vid, causadas
principalmente por hongos, son uno de los principales factores que limitan la longevidad y
productividad de los vifiedos. Los hongos asociados con estos problemas incluyen varias
especies de Botryosphaeriaceae (Lasiodiplodia theobromae, Diplodia seriata,
Neofusicoccum vitifusiforme, Diploida corticola y Neofusiccocum australe, entre otros), asi
como Cylindrocarpon  spp. Phaeoacremonium  aleophilum 'y  Phaeomoniella
chlamydospora. Dada la importancia de estos patdgenos en todo el mundo, es una
prioridad encontrar la manera de controlarlos. Trichoderma es un hongo sapréfito que
produce compuestos antibioticos volatiles y no volatiles, capaces de inhibir el crecimiento
de hongos fitopatdgenos. En este trabajo se aislaron Trichoderma spp de plantas de vid
en Ensenada, se evaluaron sus efectos in vitro sobre ocho hongos de la madera de vid
obtenidos de vifiedos de la regién y se compararon con una cepa de T. atroviride y una
cepa comercial de T. harzianum. Los fitopatogenos fueron: D. seriata, F. australe, L.
theobromae, N. luteum, D. mutila. P. aleophilum, P. chlamydospora y Cylindrocarpon sp.
Dos aislados designados CCBMO01-1 y SACH26-1, ejercieron mayores porcentajes de
inhibicion sobre todos los patégenos probados (excepto Cylindrocarpon sp), que la cepa
comercial y T. atroviride. Por otra parte, un tercer aislado nombrado SACH21-3, logré
mayor control sobre D. seriata y L. theobromae que la cepa comercial y T. atroviride.
Tomando como base sus caracteristicas morfologicas y el analisis de la region del
espaciador transcrito interno (ITS1-5.8S-ITS2), los aislados CCBM01-1 y SACH26-1
fueron ubicados dentro de la especie T. gamsii, mientras que SACH21-3 fue identificado
como T. harzianum. Los resultados obtenidos, abren la posibilidad de utilizar los tres
aislados mencionados, como agentes de control biolégico de los hongos que dafan la
madera de las plantas de vid en Ensenada.

Palabras Clave: Enfermedades de la madera, brazo muerto, yesca, enfermedad del pie
negro, Trichoderma.
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ABSTRACT of the thesis presented by Jorge Alejandro Plata Caudillo as a
partial requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree with orientation on
MICROBIOLOGY. Ensenada, Baja California, México. March, 2010.

Isolation and in vitro evaluation of the effect of native Trichoderma spp on
trunk disease fungi isolated from grapevine wood in the wine region of
Ensenada, Baja California.

Grapevine used for wine production is one of the most important fruit crops in Baja
California. This region produces the 95% of Mexican wine. In Ensenada grapevine trunk
diseases, caused mainly by fungi, are among the main factors limiting vineyard longevity
and productivity. Fungi associated with trunk diseases, include several species of
Botryosphaeriaceae (Lasiodiplodia theobromae, Diplodia seriata, Neofusicoccum
vitifusiforme, Diploida corticola and Neofusiccocum australe, among others),
Cylindrocarpon spp. Phaeoacremonium aleophilum and Phaeomoniella chlamydospora.
Due to the importance of these pathogens worldwide, research on disease control
strategies is a priority. Trichoderma are one option for biological control. These are a
saprophyte fungus able to produce volatile and nonvolatile compounds that suppress plant
pathogens. Here, we isolated Trichoderma spp from field-grown grapevines, evaluated
their potential to control fungi associated with trunk diseases. We also compared them with
a well characterized isolate of T. atroviride and a commercial strain of T. harzianum.
Pathogens tested were: L. theobromae, D. seriata, N. vitifusiforme, D. corticola, N.
australe, Cylindrocarpon sp, P. aleophium and P. chlamydospora. Two isolates named
CCMTO01-1 and SACH26-1, inhibited all the pathogens tested except Cylindrocarpon,
showed higher percent of inhibition than the commercial and T. atroviride strains through
the production of volatile and nonvolatile compounds. A third isolate, SACH21-3 showed
greater effect than the commercial strain and T. atroviride toward D. seriata and L.
theobromae through the production of nonvolatiie compounds. Based on their
morphological characteristics and the analysis of their internal transcribed spacer region
(ITS-5.8S-ITS2), CCMT01-1 and SACH26-1 were identified as members of T. gamsii,
while SACH21-3 as T. harzianum. These results open the possibility of using these
Trichoderma spp to control fungi affecting grapevine in Ensenada area.

Keywords: Trunk diseases, bot canker, black foot disease, grapevine, esca, Trichoderma.
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Introduccion

Durante décadas, el cultivo de la vid en Baja California ha estado
fuertemente asociado a la industria vinicola. En esta zona la produccion de vino
equivale al 90% del total de la producciéon en México. En los ultimos afios a este
binomio uva-vino se le ha sumado la industria turistica, junto con la organizacién
de eventos culturales y sociales masivos, que ha resultado en fuentes de empleos
directos e indirectos, asi como en un fuerte desarrollo econdémico, social y urbano

de las zonas productoras.

Como todo cultivo, la vid es afectada por una serie de factores bidticos y
abidticos que pueden repercutir en la produccién y la calidad de la cosecha y por
ende generar importantes pérdidas economicas. Entre los factores bioticos, las
enfermedades y especificamente las conocidas genéricamente como
enfermedades de la madera destacan por su importancia. A causa de estas
enfermedades, en Australia se han estimado pérdidas anuales de 20 millones de
ddlares en la produccién de la variedad Shiraz (Sosnowski et al., 2005), mientras
que en el estado de California, la industria reporta perdidas que llegan a alcanzar
aproximadamente 260 millones de dolares (Scheck et al., 1998). Dentro de las
enfermedades de la madera se incluyen entre otras a la yesca, la eutipiosis, la
enfermedad de Petri, la enfermedad del brazo muerto y el pie negro
(Punitthalingam y Waller, 1976; Punitthalingam, 1980). Aunque se han hecho
varios estudios de todas estas enfermedades, aun no hay consenso en cuanto a la
designacion de qué hongo u hongos son responsables de una u otra enfermedad,

por lo cual actualmente se ha optado por agrupar a estas y otras enfermedades



que afectan a la madera de vid bajo la designacion de enfermedades de la madera

o decaimiento de la madera.

Las plantas afectadas por estas enfermedades, presentan diversos
sintomas entre los que destacan un decaimiento progresivo y acronecrosis o
muerte lenta del tejido vegetal (Pascoe, 1998). Los principales agentes causales
son hongos pertenecientes a varios géneros y especies, como: Eutypa lata,
Phaeomoniella chlamydospora, = Phaeoacramonium spp, Phomosis spp,
Cylindrocarpon  spp (Hunt, 2004) vy varias especies de la familia
Botryosphaeriaceae (Ferreira et al., 1989; Mugnai et al., 1999; Groenewald et al.,
2001; Mostert et al., 2001, 2005a; van Niekerk et al., 2004; Bester, 2006).

Estos patdégenos penetran a través de las heridas producidas
especialmente durante la poda en las partes lefiosas de la planta (Ferreira et al.,
1989; Mugnai et al., 1999; Larignon y Dubos 2000; Mostert et al., 2005b; van
Niekerk et al., 2005a). Los sintomas observados se deben principalmente a la
interrupcién de la conductividad del xilema o a la produccion de toxinas por parte
del hongo (Pascoe, 1998). Ademas de ser patdgenos, estos hongos tienen la
capacidad de crecer sobre madera muerta donde producen esporas que son
diseminadas por medio de insectos, el agua y el viento, hacia otras zonas del

vifiedo u otros vifledos, donde inician nuevas infecciones.

Dados los importantes dafos econdmicos causados por estos patogenos,
a nivel mundial se ha estado trabajando en la busqueda de diferentes alternativas

para controlarlos y prevenir la infeccién de plantas sanas.

Para el control de enfermedades producidas por hongos en plantas,
generalmente se utilizan compuestos quimicos llamados fungicidas (Wilson, 1997;
Oh y Lee, 2000), sin embargo, su uso trae como consecuencia efectos nocivos al

ambiente y al personal involucrado directamente en su aplicacion debido a su



toxicidad y en algunos casos residualidad (Batra, 1982; O Keeffe y Farell, 2000),
ademas de favorecer el desarrollo de agentes patégenos resistentes. Esto ha
llevado a la busqueda de alternativas al uso de agentes quimicos, por lo que las
investigaciones se han dirigido hacia los microorganismos que pueden ser

utilizados como agentes de control bioldgico.

Garret (1965) definié al concepto de control biolégico como cualquier
practica o condicion por medio de la cual se reduce la actividad o la sobrevivencia
de un patégeno. Los mecanismos de accidon por medio de los cuales un
antagonista puede afectar al patdégeno son: competencia, antibiosis,
micoparasitismo (Papavizas, 1985; Fravel, 1988; Benhamou y Chet, 1997) e
induccion de mecanismos de resistencia (Punja, 1997). Estos mecanismos no
son mutuamente excluyentes, lo que indica que no hay un mecanismo principal,
sino que pueden llegar a actuar en conjunto, provocando la disminucién de la

incidencia de la enfermedad.

Existen diversos estudios sobre organismos, principalmente dentro del
grupo de bacterias y hongos, que tienen la capacidad natural de combatir
organismos patogenos de los cultivos (Blakeman y Fokkema, 1982; Windels y
Lindow, 1985; Harman, 2000, Harman et al., 2004). En el caso de los hongos, uno
de los organismos de biocontrol mas utilizado, son las especies del género
Trichoderma. A través de diversos estudios, se sabe de su habilidad para reducir
los dafios causados por hongos patégenos en plantas; esta habilidad esta
relacionada a su gran capacidad competitiva (Ahmad y Baker, 1987; Nelson,
Harman y Nash, 1988), al fendmeno de antibiosis (Ghrisalberti y Sivacithamparam,
1991), a la produccion de metabolitos secundarios y enzimas liticas y al
micoparasitismo (Henis et al., 1983). Son varias las especies de este género que
se han venido utilizando, pero la especie que destaca es T. harzianum, debido a
su gran potencial como agentes de control biolégico contra varias enfermedades
(Chet, 1987; Jacobs et al., 1991).



Para el control de las enfermedades del tronco en vid, en los ultimos afios
se han probando varias cepas de Trichoderma en diferentes regiones viticolas del
mundo, la mayoria pertenecientes a la especie T. harzianum que es la que ha
presentado un mayor espectro de control bajo diferentes condiciones ambientales
(Migheli et al., 1995). Los estudios han mostrado que con T. harzianum se ha
logrado la inhibicion completa de P. chlamydospora (Di Marco, 2004), el
antagonismo contra Cylindrocarpon spp, el aumento en la masa radicular (Fourie

et al., 2001) y el fortalecimiento de la union injerto-patron (Messina, 1999).

En trabajos previos en vifiedos de la zona vitivinicola de la Costa de
Ensenada, Baja California, se ha reportado la presencia de los hongos patégenos
Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacramonium spp, Cylindrocarpon spp Yy
algunas especies de la familia Botryosphaeriaceae (Urbez-Torres et al, 2008;
Hernandez-Martinez et al., 2008; Candolfi-Arballo, 2009). En el presente trabajo se
evaluo la capacidad de ocho cepas del genero Trichoderma, seis de ellas aisladas
en los vifiedos regionales, para inhibir in vitro el crecimiento de los hongos
patdogenos mencionados con anterioridad. Esto con el fin de buscar un control
biolégico de los hongos de la madera.



Antecedentes

La vid es el cultivo frutal de mayor extension en el mundo, es cultivada en
todos los continentes. La produccion se destina al consumo fresco, seco y a la
elaboracién de vinos. Europa contribuye con el 70% de la superficie total y el 80%
de la produccién mundial de vino, Italia cubre aproximadamente la cuarta parte de
la produccidn vinicola mundial. Estados Unidos por su parte, con
aproximadamente 380,000 has cultivadas en el 2008, (USDA National Agricultural
Statistics Service, 2009) tiene el octavo lugar como productor mundial de este
fruto. Otros paises como Australia y Nueva Zelanda representan menos del 1%
(Mullins et al., 1992).

México produce mas de 651 mil toneladas de vid, teniendo tres destinos
principales: uva para mesa, uva pasa y la que se destina para la industria vinicola.
El estado de Sonora es el mayor productor al generar el 70% de la uva nacional,
con un volumen estimado de 456 mil toneladas al afio. Otros estados productores
de uva, son: Baja California, Zacatecas, Coahuila y Aguascalientes; los estados de
Nuevo Leodn, Chihuahua, Querétaro y San Luis Potosi apenas estan desarrollando
un potencial vinicola (SAGARPA, 2005).

En Baja California, la vid es uno de los frutales mas importantes tanto en
superficie, volumen y valor de produccion, contandose actualmente con una
superficie de 3,326 has dedicadas a esta actividad (Sepulveda Betancourt, 2009)
de las cuales el volumen de produccion es de 30,760 toneladas, representando el

18% de la superficie nacional y el 13.2% de la produccion nacional de uva. Del



total de la superficie, el 80.3% esta dirigida a la produccion de vino y el 18.3% a
uva de mesa y uva pasa. La produccion de vino de mesa en la region es de
200,000 hectolitros anuales, lo que representa el 95% de la produccion nacional,
de los cuales el 20% se dedica al mercado de exportacién (SPV, 2009). La
industria vitivinicola de Baja California contribuye altamente a la economia local,
ademas de tener un alto impacto social, al ser generadora de empleos directos e
indirectos, y ser una alternativa econémica para los productores de la zona (SPV,
2009).

La vid, como todo cultivo puede verse afectada por varios factores que
disminuyen el rendimiento de los frutos. Por un lado, condiciones ambientales
adversas como son la presencia de heladas o el granizo; y por otro, los producidos
por los ataques de insectos y por la presencia de enfermedades. Las
enfermedades pueden reducir el rendimiento e incrementar los costos de
produccion como resultado de actividades culturales y las medidas preventivas,
asi como por la eliminacion de plantas enfermas. Los microorganismos causantes
de enfermedades son bacterias, nematodos, virus y hongos. Las enfermedades
producidas por hongos son las mas devastadoras (Agrios, 1969).

Enfermedades de la madera en vid

Entre las diversas enfermedades producidas por hongos a la vid, las del
tronco son de gran importancia en todos los cultivos de alrededor del mundo, ya
que son responsables de importantes pérdidas econémicas (Gubler et al., 2005).
En Australia se ha estimado una pérdida anual de 20 millones de dodlares en la
produccion de la variedad Shiraz (Sosnowski et al., 2005), mientras que en el
estado de California, la industria reporta perdidas que llegan a alcanzar

aproximadamente 260 millones de ddlares (Scheck et al., 1998).



Las enfermedades del tronco en vid son causadas por hongos patogenos
que infectan a través de las heridas producidas especialmente durante la poda en
las partes lefiosas de la planta (Ferreira et al., 1989; Mugnai et al., 1999; Larignon
y Dubos 2000; Mostert et al., 2005b; van Niekerk et al., 2005a). Los sintomas de
estas enfermedades incluyen un lento decaimiento y acronecrosis, también
llamada gangrena regresiva, como consecuencia de la interrupcion de la
conductividad del xilema o por la produccion de toxinas por parte del hongo
(Pascoe, 1998). Son varios los hongos que estan asociados a las enfermedades
de la madera en vid, entre estos se incluyen Eutypa lata, Phaeomoniella
chlamydospora, Phaeoacramonium spp, Phomosis spp, algunas especies de la
familia Botryosphaeriaceae (Ferreira et al., 1989; Mugnai et al., 1999; Groenewald
et al., 2001; Mostert et al., 2001, 2005a; van Niekerk et al., 2004; Bester, 2006) y
Cylindrocarpon spp (Hunt, 2004). La enfermedad producida por E. lata se conoce
como Eutipiosis; P. chlamydospora y Phaeoacramonium spp han sido aislados
solos 0 en asociacion y estan reportados como los agentes causales de la
enfermedad de Petri (Morton, 1999; Crous y Gams, 2000) ademas, se han
encontrado frecuentemente asociados a Yesca en asociacion con el hongo
Fomitiporia mediterranea (Surico et al., 2006). Phomopsis spp produce excoriosis

y las especies de Botryosphaeria se han asociado a cancros y brazo muerto.

El periodo de susceptibilidad de la planta varia con el patégeno. Eskalen y
colaboradores (2007) evaluaron la susceptibilidad de las plantas a la infeccién por
P. aleophilum 'y P. chlamydospora vy hallaron que la temporada de mayor
susceptibilidad fue durante la poda. También se ha observado, que esta
susceptibilidad va disminuyendo con el paso del tiempo, para P. aleophilum y P.
chlamydospora, después de cuatro meses la infeccién fue nula (Eskalen et al.,
2007), mientras que para el caso de D. seriata, el periodo de susceptibilidad fue

de dos semanas (Larignon et al., 2001a).



La expresion de estos sintomas, ademas de la presencia de los patogenos,
depende de otros factores como la edad, la susceptibilidad de la planta, el
mecanismo de infeccion del hongo, la reaccion de la planta, y algunos factores
ambientales como la disponibilidad de nutrientes, y la cantidad y calidad del agua
(Graniti et al., 2000). Las condiciones climaticas parecen ser un factor
determinante para la presencia de estos patégenos (Merrin et al., 1995; Munkvold
y Marois, 1995; Mugnai et al., 1999; Larignon y Dubos 2000; Erincik et al. 2003;
Copes y Hendrix, 2004; Edwards y Pascoe 2004; van Niekerk et al., 2005a;
Bester, 2006), por lo que las estrategias para el manejo de estas enfermedades

deben ser especificas para cada lugar (Bester et al., 2007).

Enfermedad de cancro por Bofriosferia

Distintos hongos de la familia Botryosphaeriaceae han sido asociados a
varias enfermedades como la excoriosis, decaimiento y la enfermedad del brazo
muerto en vid. Diversas especies de esta familia han sido aislados de vides que
presentan sintomas de decaimiento y acronecrosis en Egipto (El-Goorani et al.,
1972); en los estados de California (Gubler et al., 2005: Leavitt et al., 1987), y
Arizona (Leavitt, 1990); México (Leavitt, 1990; Urbez-Torres., 2008), Hungria
(Lehoczky, 1974), Francia, (Larignon y Dubos, 2001), Italia (Rovesti y Montermini.
1987), Portugal (Phillips, 1998; 2002), Espafia (Urbez-Torres et al., 2006b; Luque
et al., 2005), Sudafrica (van Niekerk et al., 2004) , Chile (Auger et al., 2004) y
Australia (Castillo-Pando et al., 2001; Taylor et al., 2005). Al menos 12 especies
de hongos se han encontrado asociadas a vid (Tabla I).

Existe cierta confusion en la epidemiologia de las especies Botryosphaeria,
ya que una patologia, puede estar asociada a varios patégenos (van Nierkerk et
al., 2006), asimismo, varias especies han sido reportadas como virulentas en

ciertas regiones, mientras que en otras, esas mismas especies son consideradas



como patdégenos débiles (Urbez-Torres et al., 2006a). Un claro ejemplo de esto lo

representa B. obtusa, el cual ha sido reportado como virulento en Chile (Auger et
al. 2004), Australia (Castillo-Pando et al. 2001), y Sudafrica (van Nierkerk et al.,
2004) pero es considerado como un patogeno débil en Portugal (Phillips et al.

2002).

Tabla I. Especies de la familia Botryosphaeriaceae aisladas de vid en diferentes regiones
del mundo (modificado de Candolfi-Arballo, 2009).

Telomorfo

Anamorfo

Sitios de aislamiento

Botryosphaeria australis

Botryosphaeria dothidea

Botryosphaeria ibérica

Botryosphaeria lutea

Botryosphaeria parva

Botryosphaeria porosum

Botryosphaeria obtusa

Botryosphaeria rhodina

Botryosphaeria stevensii

Botryosphaeria viticola
Botryopshaeria viticlavatum

Botrysopaheria vitifusiforme

Neofusicoccum australe

Neofusicoccum aesculi

Dothiorella ibérica

Neofusicoccum luteum

Neofusicoccum parvum

Diplodia porosum

Diplodia seriata

Lasiodiplodia theobromae

Diplodia mutila

Dothiorella viticola
Neofusicoccum viticlavatum

Neofusicoccum vitifusiforme

Estados Unidos, Australia,
Portugal, Sudafrica, México.

Portugal, Argentina, Sudéfrica,
Suiza, Grecia, Nueva Zelanda,
Japon, Espana, México

Estados Unidos, Espana, Italia,

Portugal, Estados Unidos,
Sudafrica, Nueva Zelanda,
México

Portugal, Francia, Nueva
Zelanda, Estados Unidos,
Sudafrica,

Sudafrica

Portugal, Francia, Estados
Unidos, Meéxico, lItalia, Ucrania,
Hungria, Libano,  Sudafrica,

Espana, Egipto, Chile, Australia.

Argentina, Estados Unidos,
México, Sudafrica, Papua Nueva
Guinea, Uganda, Venezuela,
Australia, Sri Lanka, Espafia,
Egipto, Chile.

Portugal, Estados Unidos,

Holanda, Espafia,

Espana, Sudéfrica
Sudafrica

Espafa, Sudafrica, México
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Las plantas infectadas por Botryosphaeria presentan sintomas foliares similares a
los de la yesca, aunque las manchas toman un color diferente, conforme pasan las
semanas las hojas se secan por completo y se caen (Larignon y Dubos, 2001).
Algunos autores reportan un crecimiento reducido y clorosis foliar a principios de
primavera y posteriormente, en fase avanzada, la muerte del brazo (Castillo-
Pando et al., 2001; van Nierkerk et al., 2006). En vifiedos de California, Estados
Unidos, se reportan sintomas similares a los presentados para la eutipiosis
(Urbez-Torres et al., 2006b), es decir, se pueden llegar a observar partes del
tronco necrdéticas, con la corteza suelta (Lecomte et al., 2005) y el sintoma interno
mas tipico que es una necrosis sectorial, sobre el xilema de brazos y tronco, de
color marrén oscuro y en forma de cuia, aunque también se pueden observar
puntos negros o necroticos que rodean la medula central (van Nierkerk et al.,
2002, 2006).

Enfermedad de Yesca

La yesca, también conocida como apoplejia, es un complejo de
enfermedades, que no puede atribuirse a la accién de un solo patégeno (Graniti et
al., 2000), y se caracteriza por la decoloracién y deterioro de la madera (Di Marco
et al., 2000).

Algunos reportes, principalmente en Francia, Italia y otros paises como
Estados Unidos, Sudafrica, Nueva Zelanda, Espafia, y Alemania, sefialan que son
tres los principales hongos asociados a la Yesca: P. chlamydospora, P. aleophilum
y F. mediterranea los cuales se asocian a cinco sindromes relacionados (Tabla Il)
(Surico et al., 2008). P. chlamydospora y P. aleophilum se han aislado de vides

con sintomas de decaimiento en Baja California (Hernandez-Martinez et al., 2008).
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Phaeomoniella chlamydospora y P. aleophilum se han encontrado
colonizando el tejido del xilema en plantas de vid (Eskalen et al. 2007; Mugnai et
al., 1997; Larignon y Dubos, 1997; Sparapano et al,. 2000; Surico et al., 2008) y
se han asociado a traqueomicosis, enfermedad producida por hongos que invaden
el sistema vascular o region traqueal de la planta pudiendo llegar a marchitarla o
desecarla.

Tabla Il. Sindromes especificos asociados a yesca en relacién al origen de la planta
(modificado de Graniti et al., 2000).

Sindromes Descripcion

Afecta a esquejes enraizados, portainjertos o plantas
Rayas marrén en la madera patron, es causada por especies de

Phaeoacremonium o géneros relacionados a

Phaomoniella a menudo sin sintomas externos.

Este decaimiento en vides jévenes es conocido bajo
diferentes nombres locales (Black goo, declinamiento
lento decaimiento de vid por Phaoeacremonium); es
causado por la infeccion temprana de material de
propagacién o vides jovenes por especies de
Phaoeacremonium o géneros asociados.

Enfermedad de Petri

Se da cuando Phaoeacremonium infecta plantas en
crecimiento (8-10 afios de edad) a través de heridas

Yesca en vides jévenes de poda o injerto se caracteriza por la madera de
color negro o marrén y gomosis vascular en tronco y
ramas, con o sin sintomas foliares.

Cuando la infeccion es a través de heridas y
exclusivamente por F. punctata u otro basidiomiceto

Pudricion blanca de madrea podrida, se caracteriza por la pudricion e
la madera puede o no ir acompafiada de sintomas
externos en hojas vy frutos.

Ocurre cuando la podredumbre blanca se desarrolla
en los troncos de las vides de edad madura o viejas
junto con o precedida por el desarrollo de un color

Yesca marréon en la madera. Es el sindrome completo y es
causada por la combinacién o accién sucesiva de
una o mas especies de Phaoeacremonium y géneros
asociados y F. punctata.
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El sintoma mas caracteristico de yesca, es la presencia de hojas
“atigradas”, o con manchas amarillentas entre las venas que pueden llegar a
convertirse en tejido necrosado (Surico et al., 2008), esto puede ser atribuido tanto
a la presencia de los hongos como a una serie de actividades concomitantes como
la produccién de fitotoxinas (Evidente et al.,, 2003; Sparapano et al., 2000;
Tabacchi et al, 2000; Abou-Mansor, Couché y Tabacchi, 2004; Bruno y
Sparapano, 2006a), enzimas pectinoliticas (Marchi et al., 2001) y otras enzimas
extracelulares (Mugnai et al.,, 1997; Santos et al., 2006; Bruno y Sparapano,
2006b), ademas de la obstruccion del tejido vascular (del Rio et al.,2001; Troccoli
et al., 2001; Edwards, et al., 2007).

La prevencion de este sindrome es muy dificil, y la erradicacion una vez
que los hongos han colonizado la planta, es imposible (Mugnai et al., 1999; Di
Marco et al., 2000) por lo que es necesario buscar medidas que sean eficaces en

el control de esta enfermedad.

Enfermedad de Pie negro

Las especies del género Cylindrocarpon, en particular C. destructans (Zins)
y otras especies como Campylocarpon son responsables de la enfermedad en vid
conocida como pie negro (Hallen et al., 2007, Grasso y Magnano di San Lio, 1975;
Maluta y Larignon, 1991) la cual causa importantes pérdidas econdmicas ya que
las plantas infectadas tienen que ser removidas. Hay reportes de la presencia de
esta enfermedad en Francia (Maluta y Larignon, 1991), Portugal (Rego et al.,
2000), Espana (Armengol et al., 2001). Sudafrica y Nueva Zelanda (Halleen et al.,
2003). En California, han sido reportadas las especies, C. destructans
(Zinssmeister) Sholten, Cylindrocarpon macrodidymum Halleen, Schroers y Crous,
y Cylindrocarpon obtusisporum (Cooke y Harness) Wolleweb (Petit y Gubler, 2005;

Scheck et al., 1998) como las especies responsables de la enfermedad de pie
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negro. En la region vitivinicola de Baja California se han encontrado también

especies de Cylindrocarpon asociadas a vid (Hernandez-Martinez et al., 2008).

Al igual que otros hongos fitopatdgenos, las cepas aisladas de
Cylindrocarpon spp de diferentes regiones, presentan grandes variaciones tanto
en su morfologia como en su virulencia (Booth, 1966; Samuels y Brayford, 1990).
Las vides infectadas muestran un crecimiento lento, disminucion del vigor, hojas
pequefias, escasas y cloréticas. El tronco de las plantas infectadas muestran una
coloracién oscura que se puede observar al remover la corteza en la zona de
unidon patrén-injerto, internamente aparecen manchas que van de color marron a
negras principalmente en la parte basal del patron, ademas muestran lesiones en
las raices, las cuales pueden estar necrosadas. Asi mismo, la biomasa radicular
se ve reducida (Rego et al., 2000; Rego et al., 2006; Halleen et al., 2006; Scheck
et al., 1998). La progresion de la enfermedad puede darse de forma repentina o
gradual. En su forma repentina, la enfermedad avanza rapidamente y la vid se
puede colapsar y morir durante el verano, sin importar el que tenga fruto. En la
forma gradual, la enfermedad puede ir deteriorando a la planta lentamente y
matarla en dos a tres afios, durante este periodo, el crecimiento de los brotes
tendra un visible retraso, la vid tomara un color mas palido en comparacién con las
plantas sanas que la rodean, y el vigor se reducira notablemente. La razén por la
cual se producen los sintomas de la enfermedad puede deberse a que el micelio
del hongo crece en el interior del xilema, bloqueandolo y degradando el xilema en
la base del patron (Bonfiglioli, 2006).
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Control de enfermedades de la madera

Control fisico-cultural de las enfermedades de la madera

Tras la prohibiciéon en algunos paises del uso del arsenito sédico el cual se
habia venido utilizando para el control de ciertas enfermedades como la yesca
(Mugnai et al., 1999), las opciones de tratamiento han sido en gran medida
preventivas y se limitan a minimizar el riesgo de infeccion durante la poda. Las
practicas culturales mas comunes son la eliminacién de los restos de poda y de
las plantas infectadas para reducir las fuentes de inéculo (Larignon y Dubos,
2001), asi como la proteccion de las heridas de poda con fungicidas como el
benomilo el cual es un fungicida sistémico, que interfiere en algunas funciones
celulares, como la division celular y los mecanismos de transporte intracelulares.
Este fungicida originalmente mostraba un amplio rango de actividad contra
patégenos en muchos cultivos diferentes (Copping, 1996); sin embargo la agencia
de proteccion ambiental de los Estados Unidos (EPA por su siglas en ingles)
clasifico al benomilo como un posible carcinégeno para seres humanos (US EPA,
1996).

También se ha estado retardando la época de poda, ya que asi se reduce
la susceptibilidad de las heridas (Munkvold y Marois, 1995). Otra medida son las
podas de saneamiento (Di Marco et al., 2000; Sosnowski et al., 2004), que
consisten en la eliminacion de las zonas afectadas sin llegar a extraer toda la
planta. En el caso de plantas nuevas, una opcion, consiste en sumergir los
esquejes de la planta en agua caliente (50 °C) durante media hora, sin embargo
los resultados de este método son discutibles ya que, mientras unos reportes
muestran resultados esperanzadores para el control de P. chlamydospora, P.
aleophilum y Cylindrocarpon spp (Armengol et al., 2007; Hallen et al., 2007), otros

reportan que esta accidon no erradica la presencia de ciertos patégenos como P.
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chlamydospora (Rooney et al., 2001) ni afecta su esporulacion (Whiting et al.,
2001) ademas de que en ocasiones, estos tratamientos llegan a dafiar el material
de plantacion (Waite y May, 2005; Waite y Morton, 2007).

Control quimico de las enfermedades de la madera

Para el control de enfermedades de plantas principalmente se utilizan
compuestos quimicos llamados fungicidas. Uno de los mas utilizados ha sido el
arsenito de sodio el cual es aplicado via aerosol en los troncos y brazos de planta.
El mecanismo de accion de este compuesto aun no ha sido explicado, sin
embargo es el producto que ha presentado los mejores resultados (Geoffrion,
1982; Dubos et al., 1983; Desaché et al., 1992, 1995; Boubals, 1996). Sin
embargo, algunos paises han prohibido su uso, o lo han restringido como en el
caso de Francia, Portugal y Espafia debido a los efectos nocivos que puede
acarrear a la salud humana, pudiendo llegar afectar al higado y la piel, ademas del
impacto ambiental y su acumulacion en la cadena alimenticia (Meneguz y Zaghi,
1996).

Groenewald y colaboradores (2000) mostraron mediante ensayos in vitro,
que el benomilo fenarimol, prochloraz, cloruro de manganeso y el tebuconazol
pueden inhibir el crecimiento micelial de P. chlamydospora a bajas
concentraciones. También el tebuconazol, flusilazol, espiroxamina y fluzinam han
mostrado ser eficaces in vitro, contra el crecimiento micelial de B. obtusa (Diplodia
seriata) y N. luteum (Savocchia et al., 2005). Bester y colaboradores (2007)
reportaron a benomilo, tebuconazol y prochloraz como los agentes mas efectivos
en la proteccion de heridas de poda contra especies de la familia

Botriosphaeriaceae.

Dumot y colabradores (1999), utilizaron varios fungicidas para el control de

la enfermedad del pie negro pero sus resultados fueron no concluyentes, ya que
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C. destructans no pudo ser recuperado de los controles infectados artificialmente.
El uso in vitro de benomil, tebuconazol y la mezcla carbendazima + flusilazol
resultaron efectivos contra C. destructans, por otra parte, las mezclas ciprodinil +
fludioxonil y Flusilazol + Carbendazima fueron efectivas contra el mismo patégeno

pero en condiciones en campo (Rego et al., 2006).

Control Biolégico de las enfermedades de la madera

Baker y Cook (1974) definen el control biolégico, como la reduccion de la
densidad del inoculo o de las actividades de un patdgeno que produce una
enfermedad, por uno o mas organismos, en forma natural o a través de la
manipulacion del medio ambiente, del hospedero, o por la introducciéon de una
poblacién de uno o mas antagonistas. El biocontrol por medio de microorganismos
antagonicos representa una valiosa herramienta para la proteccion de los cultivos
(Ait-Lashen et al., 2001). La principal ventaja del control biolégico, en
comparacién con el control quimico, es la disminucién de dafios a largo plazo para
el medio ambiente por el uso de sustancias quimicas persistentes, y la ausencia
de residuos quimicos en las partes comestibles de los cultivos (Blakeman y
Fokkema, 1982).

El control biolégico puede ser el resultado de diferentes tipos de
interacciones entre los organismos involucrados; en todos los casos, los
patdogenos son antagonizados por la presencia o por la(s) actividad(es) de otro
organismo. Este antagonismo puede darse de manera directa y/o indirecta. El
antagonismo directo es el resultado del contacto fisico y/o un alto grado de
especificidad hacia el patdgeno por parte del mecanismo expresado por el
organismo controlador. En contraste, en el antagonismo indirecto, no se involucra
la deteccion o ataque hacia el patdogeno por parte del antagonista; como ejemplo
se puede mencionar la estimulacion de los mecanismos de defensa en la planta

huésped.
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Los mecanismos mas comunes de antagonismo que presentan algunos
organismos utilizados para control biolégico son: a) Hiperparasitismo, que es
cuando el patégeno es directamente atacado por un organismo biocontrolador que
mata al patégeno o sus propagulos; b) Antibiosis, la cual se da por la secrecion de
toxinas que pueden, en bajas concentraciones, inhibir o matar a otro
microorganismo; c) secrecion de enzimas liticas; d) competencia, principalmente
por nutrientes; e) induccion de la resistencia del huésped, que puede darse local
y/o sistémicamente, dependiendo del tipo, fuente, y cantidad del estimulo (Pal y
McSpadden, 2006). En vid, una opcién relativamente nueva de proteccion es la
aplicacion de microorganismos benéficos como lo son varias especies de
Trichoderma. Este hongo aislado del suelo puede ser aplicado como enmienda
para mejorar el crecimiento de la raiz o como protector de heridas durante la poda.
Por mas de una década han estado disponibles en el mercado férmulas
comerciales que contienen este ingrediente activo. Investigaciones recientes han
demostrado cémo este hongo puede actuar como un comensal que protege a la
vid con un "efecto tipo vacuna" una vez que la vid es inoculada y el hongo se
establece en el interior del tejido lefioso del tronco y del cordon (Hunt, 2004). Las
cepas de Trichoderma pueden volver a ser aislada de las vides y arboles hasta
cinco afios después de la inoculacidn con las formulas comerciales Trichodowel® o
Trichoject® (Hunt, 2004; John et al., 2004).

Hunt y colaboradores (2001) sugieren que Trichoderma tiene gran potencial
como agente protector de heridas de poda contra infecciones de hongos
asociados a enfermedades de la madera y decaimiento de vid. Algunos estudios
han demostrado que si se pre-infecta una planta con Trichoderma sp. durante la
poda, se previene la infeccibn por P. chlamydospora, lo que indica que
Trichoderma es efectivo como agente de prevencion en plantas que aun no han

sido infectadas (Di marco et al., 2000).
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Di Marco (2002) encontré 22 cepas de Trichoderma efectivas en
condiciones in vitro contra P. chlamydospora, incluso algunas cepas inhibieron
completamente al patégeno. Asimismo, algunas cepas de Trichoderma harzianum
han mostrado varios grados de accidn litica hacia hongos patdégenos aislados en

vides enfermas.

Messina (1999) reportdé que los tratamientos con diferentes especies de
Trichoderma ayudan a producir una fuerte union en los injertos ademas de que el
tiempo de formacién del callo se ve reducido. Ademas de prevenir las infecciones
via aérea, se ha observado que si los esquejes de vid son sometidos a un
tratamiento con Trichoderma, la zona radicular de la planta se ve beneficiada.
Fourie y colaboradores (2001) encontraron que hay un incremento de hasta el
41.7 % en masa radicular en vid después de que el suelo ha sido tratado con
Trichoderma, lo que reditua en plantas fuertes y con bajos indices de infeccion.
Asimismo, reportaron la efectividad de este antagonista para el control de

Cylindrocarpon spp.

Las especies de Trichoderma

Trichoderma es un hongo filamentoso imperfecto del orden de los
Hypocreales de la divisidon Ascomicetos. Es cosmopdlita, se encuentra presente en
casi todos los suelos y otros diversos habitats (Harman, 2006). Su principal rol
ecologico es la descomposicion de los residuos de plantas en el suelo (Harper y
Lynch,1985). Este hongo ha sido estudiado como agente de control biolégico
desde hace mas de 70 anos (Hjeljord y Tronsmo, 1998). Esto ha llevado a un alto
grado de desarrollo tecnolégico que ha generado la aparicion de diferentes
formulas comerciales de diversas cepas para control biolégico de algunas
enfermedades. Los mas importantes organismos de biocontrol contra hongos
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patdogenos de plantas son miembros de las especies Trichoderma virens y T.

harzianum (Hermosa et al., 2000).

Las estructuras de esporulacion de Trichoderma son las conidias, mientras
que sus estructuras de resistencia son las clamidosporas (Cohen et al, 1983). Sus
colonias son de rapido crecimiento, con micelio compacto y de coloracion de
blanco a verde (Cook y Baker, 1989). En medio de papa agar dextrosa (PDA), las
colonias son al principio blancas y algodonosas, posteriormente adquieren un
color verde debido a los conglomerados de conidios que se forman en las
puntas de las hifas (Velazquez y Pineda, 1995a); los conidios, también pueden ser

de color blanco o amairillo (Velazquez y Pineda, 1995b).

Algunas cepas presentan una alta competencia por la rizosfera: son
capaces de colonizar y crecer en las raices a medida que se desarrollan. Una vez
que entran en contacto con las raices, colonizan su superficie o la corteza,
dependiendo de la cepa (Harman y Kubicek, 1998). Algunos de los mecanismos
de biocontrol asociados a Trichoderma son: micoparasitismo, antibiosis y
secrecion de enzimas, competencia por rizosfera y nutrientes, e induccién de

mecanismos de defensa en plantas (Harman y Kubicek, 1998).

La competencia se da principalmente por espacio, nutrientes y factores de
crecimiento (Elad et al.,, 1999; Graham y Mitchell, 2002; Weller et al., 2002)
mientras que el micoparasitismo se da via produccion de enzimas liticas como las
quitinasas, y p1-3 B1-4 glucanasas (Graham y Mitchel, 2002, Lorito et al., 1996;
Weller et al.,, 2002), y proteinasas (Ait-Lahsen et al., 2001), compuestos que

permiten la degradacién de la pared celular del hospedero.

La capacidad antagonista de Trichoderma depende de la especificidad de la
cepa aislada. En 1986, Mihuta-Grimm y Rowe probaron la capacidad antagonista

de 255 cepas de Trichoderma aisladas de diferentes lugares, encontrando que
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solo el 15% de estas fueron efectivas en el control de Rhizoctonia; asimismo, en
base a sus resultados, reportan que las cepas aisladas del mismo lugar son mas

efectivas que las traidas de fuera.

Antibiosis

La antibiosis se produce durante las interacciones que involucran
compuestos difusibles de bajo peso molecular o antibiéticos producidos por cepas
de Trichoderma que inhiben el crecimiento de otros microorganismos (Benitez et
al., 2004). Los antibiéticos secretados por los organismos antagonistas pueden ser
volatiles o no volatiles y las diferentes especies de Trichoderma pueden producir
ambos tipos, mostrando una fuerte accion inhibitoria debido a la produccion de
estos compuestos. Sivasithamparam y Ghisalberti (1998) reportaron 43 sustancias
producidas por Trichoderma con actividad antibidtica. Algunas especies y cepas
de Trichoderma han presentado actividad biocontroladora por medio de
compuestos como pironas alquilos, isonitrilos, policétidos, peptaiboles,
dicetopiperazinas, sesquiterpenos, y esteroides (Howell, 1998; Vey et al., 2001).
Entre estos compuestos se pueden mencionar al alcohol isopropilico, viridepirinina
(Wheatly et al., 1997, Bruce et al. 2000; Evidente et al. 2003, Chakraborty et al.
2004), también a la trichodermina (Dennis y Webster, 1971), gliovirina y gliotoxina
(Howell y Stipanovic, 1995; Lumsden et al., 1992; van Tilburg y Thomas, 1993),
ademas de compuestos furandnicos antimicrobiales como la 3-(1-haxanil)-5-
hidroxi-5-metil-2,5(H) furanona (Paulitz et al.,2001) y la 6-pentil-B-pirona (Cooney
et al.,2001).

Micoparasitismo

El antagonismo de Trichoderma es un proceso complejo que involucra

quimiotropismo (Chet, 1987; Papavizas, 1985.), reconocimiento mediado por
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lectinas, y la formacion de estructuras que van a hacer que se ancle y penetre al
hospedero. El parasitismo es uno de los mecanismos por el cual las especies del
genero Trichoderma antagonizan a otros hongos (Inbar y Chet, 1995).
Trichoderma es considerado como un organismo necrotrofico (Barnett y Binder,
1973) mata al hongo y luego le extrae sus nutrientes. Es un proceso muy complejo
que involucra una serie de eventos secuenciales como el reconocimiento, ataque y
subsiguiente penetracion y muerte del huésped (Benitez et al., 2004). También se
ven involucrados cambios morfolégicos, como el enrollamiento y la formacién de
estructuras tipo apresorios las cuales contienen altas concentraciones de
soluciones osmaticas que sirven para penetrar al huésped (Mclintyre et al., 2004).
Trichoderma. Se une al patogeno por enrollamiento, enganchandose o por medio
de las estructuras tipo apresorio, posteriormente penetra la pared celular por
secrecion de enzimas liticas como B-glucanasas (Haran et al., 1995; Lora et al.,
1995; Lorito et al., 1994), quitinasas (Harman et al., 1993; De la Cruz et al., 1992;
Carsolio et al., 1994; Elad et al., 1983) y proteinasas (Geremia et al., 1993). El
reconocimiento, unién y enrollamiento de Trichoderma alrededor de la hifa del
patdégeno son eventos primarios que son desencadenados por el reconocimiento
de diferentes sefales (Inbar y Chet, 1995) que preceden al dano de la hifa
(Benhamou y Chet, 1993; Elad et al., 1983; Inbar y Chet, 1994), seguidos por una
serie de eventos que van a terminar en la degradacion del hospedero.

La participacion de enzimas degradadoras de pared celular fungica en la
accién micoparasitica de Trichoderma ha sido demostrada en varias ocasiones
(Benhamou y Chet, 1993; Cherif y Benhamou , 1990; Elad et al., 1982,1983).
Haran y colaboradores (1985) reportaron la secrecion de seis diferentes enzimas
quitinoliticas por parte de una cepa de T. harzianum cultivada en medio liquido con
quitina como unica fuente de carbono. Se ha observado que algunas especies de
Trichoderma, cuando se encuentra en composta con madera fresca y en
presencia de Rhizoctonia solani, no atacan al patdgeno, pero una vez que la

madera entra en descomposicion y la cantidad de celulosa disponible se ve
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reducida, se activan los genes que van a codificar para quitinasas las cuales
ayudan a parasitar al patégeno (Benhamou y Chet, 1997). Para protegerse de su
propia maquinaria enzimatica, T. harzianum presenta un gen, que se expresa en
presencia de Botrytis cinerea, el cual codifica para un inhibidor de quitinasa
incorporado en la pared celular de T. harizianum que previene la lisis por las

enzimas secretadas por el propio hongo (Lora et al., 1995).

Hongos fitopatégenos asociados a enfermedades de la madera en vid en la

costa de Ensenada

Urbez-Torres y colaboradores (2008) realizaron una serie de muestreos en
seis vifedos de la zona vitivinicola de Ensenada, en los cuales encontraron la
presencia de dos especies de la familia Botryosphaeriaceae: L. theobromae y D.
Seriata; sin embargo, estos muestreos se enfocaron unicamente a las plantas con
sintomas de brazo muerto, y no se busco la presencia de otros hongos asociados
a enfermedades de la madera. Para identificar los hongos asociados a distintas
enfermedades de la madera de la vid en plantas adultas y conocer el impacto de
estos patégenos en la zona vitivinicola de Ensenada, Baja California, Hernandez-
Martinez y colaboradores (2008) realizaron una serie de muestreos en diferentes
vifiedos de los valles de Guadalupe, Santo Tomas, San Vicente y San Antonio de
las Minas. Los resultados confirmaron la existencia de al menos varios géneros de
hongos infectando a plantas de vid. Las especies fungicas aisladas fueron
Phomopsis viticola, P. chlamydospora, Phaoeacremonium sp., Cylindrocarpon sp.,
y distintas especies de Botryosphaeriaceae. Dentro de esta familia se pudieron
identificar cuatro especies, siendo estas Diplodia seriata, Fusicoccum australe,

Neofusicoccum vitifusiforme y Diplodia corticola (Candolfi-Arballo, 2009).
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Justificacion

Las enfermedades de la madera de vid, ocasionadas principalmente por
hongos se encuentran dentro de las mas importantes a nivel mundial ya que
pueden llegar a ocasionar importantes pérdidas econémicas. El modo en que los
hongos infectan a la planta es a través de las heridas producidas especialmente
durante la poda de las partes lefiosas. Los sintomas de las enfermedades de la
madera en vid ocasionadas por hongos, incluyen un lento decaimiento y gangrena
regresiva, llegando, en casos severos a causar la muerte. Aunque se han probado
varias alternativas para el control de estas enfermedades hasta ahora no existe
una medida efectiva. Una opcion de proteccién para las heridas de poda es la
aplicaciéon de microorganismos benéficos como Trichoderma spp. Aunque ya
existen en el mercado varios productos a base de estos hongos, estas han sido
aisladas de condiciones ambientales diferentes y evaluadas para diferentes
hongos, por lo que su efecto podria ser menor en la proteccion contra hongos de
la madera que el de cepas aisladas del mismo campo de cultivo de vid donde sera
aplicado. Por esta razon, en este trabajo se evalué el desempefio in vitro de varias
cepas del genero Trichoderma aisladas de plantas de vid de la zona vitivinicola de
Ensenada, frente especies causantes de enfermedades de la madera,
comparando los resultados obtenidos con la eficiencia de una cepa comercial. Los
resultados derivados en este trabajo serviran para determinar la potencialidad que
presentan estas cepas para ser utilizadas como control biolégico de los hongos
que afectan a la madera de la vid en la Costa de Ensenada.
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Hipotesis
Cepas de Trichoderma spp aisladas de los vifiedos de la region puede ser

efectivos en el control de crecimiento de hongos patégenos de la madera de vid.

Objetivos

Objetivo General.

Identificar el efecto in vitro de cepas de Trichoderma spp aisladas en vifiedos de la
costa de Ensenada, Baja California sobre hongos patégenos de la madera de la

vid aislados del mismo lugar.

Objetivos especificos.

1. Identificar a nivel de especie aislados de Trichoderma aisladas en vifiedos

de la costa de Ensenada, B.C.

2. Cuantificar el porcentaje de inhibicion del crecimiento de hongos patégenos
de la madera de vid atribuible a la presencia de aislados de Trichoderma

spp nativas.

3. Evaluar el efecto de compuestos volatiles producidos por aislados de
Trichoderma spp sobre el crecimiento de hongos patogenos de la madera

de la vid.
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4. Evaluar el efecto de compuestos no volatiles producidos por aislados de
Trichoderma spp sobre el crecimiento de hongos patégenos de la madera

de la vid
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Materiales y métodos

Obtencion de cepas de hongos patégenos

Las cepas de Diplodia seriata, Fusicoccum australe, Neofusicoccum
vitifusiforme,  Diplodia  corticola, Cylindrocarpon sp. 'y Phaeomoniella
chlamydospora forman parte de la coleccibn de cepas del Laboratorio de
Microbiologia del Centro de Investigacion Cientifica y de Educaciéon Superior de
Ensenada (CICESE). Todas fueron aisladas en la region vitivinicola de la Costa de
Ensenada, mediante muestreos en diferentes vifiedos de los Valles de
Guadalupe, Santo Tomas, San Vicente y San Antonio de las Minas. Diplodia
seriata, F. australe, N. vitifusiforme, D. corticola y Phaeomoniella chlamydospora
fueron aisladas del Valle de Guadalupe de plantas con sintomas de decaimiento,
mientras que Cylindrocarpon sp. fue aislada de plantas de vid con sintomas de pie
negro en el Valle de San Vicente. La cepas de Phaeoacremonium aleophilum vy
Lasiodiplodia theobromae fueron amablemente proporcionadas por el Dr. Douglas
Gubler de UC-Davis.

Obtencion de aislados de Trichoderma.

Los aislados de Trichoderma fueron obtenidas de muestras de tallos vy

cordones de plantas de vid colectadas en diferentes campos viticolas de la costa
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de Ensenada. Una vez en el laboratorio el material vegetal fue cortado en trozos
de aproximadamente 10 cm, se lavaron con agua corriente por un minuto,
posteriormente se pasaron por alcohol y se flamearon durante 10 segundos para
eliminar cualquier microorganismo presente en la corteza. Una vez secos, los
trozos de madera, se colocaron sobre una cama de papel secante humedecida
con agua destilada que se encontraba dentro de una caja de plastico esterilizada a
121°C y 20 atm de presion por 15 min. Las cajas se sellaron, etiquetaron y
guardaron en completa oscuridad a temperatura ambiente por aproximadamente 2
semanas. Una vez que se observo la presencia de micelio sobre los trozos de
madera, este se transfirié a cajas de Petri conteniendo medio PDA con tetraciclina
a 25 mg/ml (PDA-tet) usando un palillo de dientes estéril. Para obtener cultivos
puros se tomaron apices de hifas en crecimiento que se transfirieron a medio de
PDA. Para el mantenimiento del cultivo se hicieron resiembras periddicas tomando
un fragmento de micelio cada vez. Para almacenamiento a largo plazo, esporas y
micelio se colocaron en tubos de 2 ml que contenian glicerol al 50% en agua y se

mantuvieron a -80°C.

Con fines comparativos, en los estudios realizados se incluyé una cepa
comercial de Trichoderma conocida como PHC®T-22° y la cual fue etiquetada
como T-22. Esta cepa es un hibrido de varias cepas de T. harzianum. Se incluy6
ademas una cepa de T. atroviridae perteneciente al Laboratorio de Microbiologia
del CICESE.

Identificacion morfolégica de los aislados

La identificacion morfolégica de los aislados se hizo basandose en el olor
y color del cultivo, la forma y tamafo de las conidias, la tasa de crecimiento, etc.,
utiizando la informacion contenida en el sitio de Internet (http:/nt.ars-

grin.gov/taxadescriptions/keys/Trichodermalndex.cfm), este sitio provee claves
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interactivas, imagenes y descripciones, distribucion y nomenclatura del género de

Trichoderma.

Evaluacién de los mecanismos de inhibicién de Trichoderma sobre hongos
patégenos de la madera de vid

Se evaluaron tres mecanismos de inhibicién de crecimiento ejercido por las
cepas de Trichoderma: antagonismo, secrecion de compuestos volatiles (CV) y

secrecion de compuestos no volatiles (CNV).

Inhibicién del crecimiento de Botryosphaeria spp por Trichoderma

Para estimar los efectos de las 8 diferentes cepas de Trichoderma spp.
sobre el crecimiento de los hongos patdégenos pertenecientes a la familia
Botryosphaeriaceae: D. seriata, F. australe, N. vitifusiforme, D. corticola y L.
theobromae, se utilizd el siguiente procedimiento: Todos los hongos fueron
crecidos por cuatro dias medio PDA. De esos cultivos se cortaron discos de
micelio con un sacabocados estéril de 5 mm de diametro. Usando una plantilla
previamente disefiada para el propdsito, se colocd un disco del micelio de
Trichoderma a una distancia de 10 mm del borde de la caja de Petri y a 80 mm de
distancia de este, se colocé un disco micelial del patégeno. Este procedimiento se
repitid cinco veces para cada combinacion Trichoderma-patdgeno, mas un control
negativo para cada patdogeno en el que crecieron en ausencia del antagonista.
Todas las cajas fueron incubadas durante siete dias a 25 °C.

La inhibicion del crecimiento del patégeno por Trichoderma se estimé por
medio de la ecuacion (1) propuesta por Royse y Ries (1978), y utilizada por
Demirci et al. (2009) para determinar la eficacia de Verticillium biguttatum en el

control de la enfermedad en papa causado por Rizhoctonia solani. Esta ecuacion
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ya ha sido utilizada para evaluar diferentes cepas de Trichoderma, en 1987
Whipps evalué T. harzianum Rifai y T. viride Pers. frente a varios hongos
fitopatdgenos. Akadémiai (2004) probo diferentes cepas de Trichoderma frente a
L. thoebromae. Chakraborty y Chatterjee (2008) evaluaron el efecto inhibitorio en
el crecimiento de Fusarium solani ejercido por cinco cepas de Trichoderma por
medio de esta ecuacion. En la figura 1, se muestra la forma como fueron medidas

las distancias minimas y maximas.

Porcentaje de inhibicion = [100 x (r-r2)/r4]) (1)

Donde:
r1= distancia maxima alcanzada por el patégeno (mm) siete dias después de
la inoculacion
r.- distancia minima alcanzada por el patogeno (mm) siete dias después de

la inoculacioén

Trichoderma spp. Patégeno

Figura 1. Diagrama de la inoculacién en cultivo dual de los patégeno y el potencial
antagonista. El parametro de evaluado fue el porcentaje de inhibicién del crecimiento radial.
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Evaluacién de antagonismo de cepas de Trichoderma sobre Cylindrocarpon
sp, P. aleophilum y P. chlamydospora.

Para evaluar el antagonismo hacia las cepas de Cylindrocarpon sp., P.
aleophilum 'y P. chlamydospora, debido a que la tasa de crecimiento de estos tres
hongos es muy lenta en relacion con la de Trichoderma no se pudo hacer la
evaluacion con micelio, por lo que se tomo la decision de trabajar con esporas de
los patdogenos usando este procedimiento, los hongos se pusieron a crecer en
medio de PDA durante 3 semanas a 25°C, de este cultivo se obtuvo una solucién
de esporas mediante una serie de lavados realizados con agua destilada estéril
sobre el micelio del hongo. La suspension se transfirid a un tubo de ensayo y se
hicieron una serie de diluciones que se espatularon sobre medio PDA-tet y se
conservo la suspension en refrigeracién. Las cajas inoculadas se dejaron crecer
por dos dias y se seleccion6d la dilucibn que visualmente se distribuyera
uniformemente en la caja de Petri formando colonias individuales que en cinco
dias formaran un micelio uniformemente extendido sobre toda la superficie del
medio de cultivo. Cada solucién de esporas de hongo asi obtenida, fue espatulada
en medio PDA-tet. Después de incubar las cajas por 24 h a 25 °C, se colocé en el

centro un disco micelial de Trichoderma.

Las cepas de Trichoderma seleccionadas para este estudio fueron:
SACH21-3, CCMT01-1 y SACH26-1, ya que fueron las que mostraron mayor
potencial de control de acuerdo a ensayos preliminares realizados en nuestro
laboratorio. La evaluacion de los efectos de las cepas de Trichoderma sobre los
patdgenos se hizo de manera visual durante siete dias después de la inoculacion,
observando si habia crecimiento o no del patégeno. Todos los tratamientos

tuvieron cinco réplicas y un control negativo también con cinco réplicas.



31

Inhibicién de hongos de la madera por compuestos volatiles de Trichoderma

Para la evaluacion de la inhibicion de D. seriata, F. australe, N. vitifusiforme,
D. corticola y L. theobromae se utilizdé el método descrito por Dennis y Webster
(1970a). Se colocd un disco micelial del hongo patégeno en el centro de una caja
de Petri de 90 mm con medio PDA-tet. Posteriormente las bases de las cajas se
invirtieron sobre otra base que contenia un disco micelial del antagonista; las cajas
se sellaron herméticamente con Parafim® y se incubaron a 25°C durante 7 dias. El
control consistié en cajas con el patdégeno, invertidas sobre cajas con PDA-tet
estéril. La evaluacion de los efectos de los aislados de Trichoderma sobre los
patdogenos se hizo de manera visual siete dias después de la inoculacion,
observando si habia crecimiento o no del patégeno. Todos los tratamientos

tuvieron 5 repeticiones.

Para las cepas de Cylindrocarpon sp., P. aleophilum y P. chlamydospora se
siguié el mismo procedimiento, pero en vez de utilizar discos miceliales del
patégeno, se espatuld una solucién de esporas del hongo obtenida de la misma
forma como se describi6 para la evaluacidn del antagonismo. Todos los

tratamientos tuvieron cinco réplicas.

Inhibicién de hongos de la madera por compuestos no volatiles

Para determinar la capacidad de los aislados de Trichoderma para inhibir el
crecimiento de los patdégenos D. seriata, F. australe, N. vitifusiforme, D. corticola y
L. theobromae, se utiliz6 el método descrito por Dennis y Webster (1970b) vy
modificado por Chambers (1993). Primeramente, se obtuvieron circulos de 80 mm
de diametro de una membrana de didlisis (Spectrapor membrane tubing, Spectrum
medical industries, Inc.), los cuales fueron hervidos por 1 hora para eliminar las

sales, el agua se reemplazo y se esterilizaron a 121°C y 20 atm de presion por 15
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min. Las membranas humedas se colocaron sobre medio PDA-tet. En el centro de
la caja, se colocé un disco micelial de 5 mm de Trichoderma sobre la membrana y
se incubaron en oscuridad total a 25° C. Después de 36 horas se marcé sobre la
base de la caja el area de cobertura que tuvo el micelio en el medio de cultivo, se
retiré la membrana junto con el micelio de la cepa de Trichoderma, y se reemplaz6
con un circulo de micelio del patégeno. Las cajas se incubaron a 25°C en
oscuridad durante una semana. Con el fin de determinar si la cepa de
Trichoderma tenia efecto fungistatico o fungicida, los discos miceliales del
patbgeno que no mostraron crecimiento después de ese periodo, fueron
transferidos a nuevas cajas con medio de cultivo fresco y se incubaron durante

dos semanas bajo las mismas condiciones. Todos los tratamientos incluyendo el

control, que consistié en cajas sin Trichoderma spp, tuvieron cinco réplicas.

Para las cepas de Cylindrocarpon sp., P. aleophilum y P. chlamydospora se
siguié el mismo procedimiento, pero en vez de utilizar discos miceliales del
patogeno, se plaqued una solucion de esporas del hongo sobre el medio de cultivo
después de retirar la membrana sobre la cual habia crecido la cepa de
Trichoderma. Todos los tratamientos incluyendo el control sin el antagonista,

tuvieron cinco réplicas.

Microscopia de las interacciones de las Trichoderma spp sobre patégenos

de la madera de vid.

Para la obtencion de imagenes por medio de microscopia, se realizaron
cultivos duales Trichoderma-patdbgeno sobre medio agar/agua (1.5%), se
incubaron a 25 °C durante 7 dias y posteriormente se hicieron cortes de las zonas
de interaccion de los organismos y se observaron por medio de la técnica de
bloque invertido (Hickey et al., 2004). Las imagenes se obtuvieron usando un

microscopio invertido modelo Axiovert 200 (Zeiss®), y fueron capturadas con una
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camara AxioCam HRc y se procesaron usando el software Axiovision ver. 2.7

(Zeiss®).

Analisis estadistico

Para determinar diferencias significativas entre los tratamientos probados,
los datos fueron analizados mediante analisis de varianza, y cuando fue el caso se
realizd la prueba de medias Tukey al 5%. Los analisis estadisticos fueron

realizados con el programa estadistico XLStat (Addinsoft, 2009).

Caracterizacion de las cepas de Trichoderma con actividad antifungica.

Extracciéon de DNA de las cepas de Trichoderma spp.

Los hongos seleccionados se incubaron en caldo de papa dextrosa (PDB,
Difco, 15 mg/L) a 25°C con agitacion continua a 180 rpm en un incubador Environ
Shaker durante 5 dias. Una vez transcurrido dicho periodo, el micelio fue
recuperado del medio de cultivo y se colocd en un tubo de 1.5 ml (Eppendorf Int.)

y posteriormente se deshidraté usando un liofilizador FreeZone 2.5 de Labconco.

El micelio liofilizado, se trituré usando una varilla de vidrio estéril y el DNA
genomico se obtuvo usando un kit de extraccion de DNA (Kit DNeasy Plant
Tissue, Quiagen) siguiendo las especificaciones del fabricante. Para comprobar la
presencia de DNA gendmico, se realizé una electroforesis de 5 pl de las muestras
obtenidas en un gel de agarosa al 1.5% con Bromuro de Etidio a 0.5 pg/ml
(Invitrogen®) y se utiliz6 con un marcador de peso molecular de una kilobase
(EXACTGene DNA, Fisher Labs), para corroborar el tamafio del DNA obtenido. La
electroforesis se hizo en una camara BioRad® a 60 Volts durante 45 min en Tris-
acetato-EDTA (TAE). EI DNA se observo bajo luz ultravioleta (UV) usando un
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transiluminador BioRad y la captura de imagenes del gel se realizé por medio del
software Quantity One®. EI DNA genémico se mantuvo en tubos de 1.5 ml a una

temperatura de -20°C hasta su utilizacién.

Amplificacion de los fragmento de ITS de los aislados de Trichoderma

Para la identificacion de los aislados de Trichoderma, se utilizaron los
oligonucledtidos  universales  especificos para  hongos: ITS1 (5'-
tccgtaggtgaacctgcgg-3") como cadena conductora e ITS4 (5°-tcctccgcttattgatatge-
3") como cadena complementaria (White et al, 1990). Estos cebadores amplifican
la region del espaciador interno transcrito (ITS por sus siglas en inglés) del RNA
ribosomal que incluye las regiones ITS1 e ITS2 (5.8S) con un tamano aproximado
de 560 pb.

Para la PCR la mezcla de reaccién contenia 12.5 ul de buffer FailSafe™
PCR 2X PreMix E (Cat # FSP995E, Epicentre, Biotechnologies), 0.5 pl de cada
cebador a 100 pM, 5 pyl de DNA gendmico, 0.5 yl de enzima Vent (sequencing
grade, 500 ul, Promega, Cat. # M203D) y el resto de agua destilada para un
volumen final de 25 pul. La amplificacion se realiz6 en un termociclador NYX
Technik ATC 401, empleando un ciclo inicial de desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 5 min, seguido de 30 ciclos de 1 min de desnaturalizacion a 94°C, 1 min
de alineacion a 55°C, y 1 min de extension a 72°C y un ciclo de extension final de
10 minutos a 72°C. Los productos del PCR se separaron por electroforesis en un
gel de agarosa al 1.2% con Bromuro de Etidio (0.5 pg/ml), usando TAE 1X como

tampdn de corrida (45 min; 60 Volts).
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Purificaciéon y secuenciacién

Los productos de PCR se purificaron usando un kit de purificacidon
(QlAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, Cat #28704) siguiendo las instrucciones del
fabricante y la presencia del fragmento de aproximadamente 460 a 500 pb se
corrobor6 mediante una electroforesis en gel de agarosa como se describid
anteriormente. Las muestras positivas se mandaron a secuenciar a Eton
Bioscience, Inc., San Diego, CA.

Para el analisis, las secuencias se recuperaron usando el software
Chromas Lite 2.01 (Technelysium Pth Ltd), a la par, se recuperaron secuencias de
ITS de Trichoderma spp del “The National Center for Biotechnology Information”
(NCBI). Con las secuencias obtenidas y las recuperadas se realiz6 un
alineamiento multiple usando el programa ClustalX 2.0.11 (Thompson, 1994)
usando los parametros por defecto. El alineamiento se corrigi6 manualmente
usando el programa BioEdit Sequencer Alignment Editor (version 7.0. 9. 0; Tom
Hall, Isis Pharmaceuticals, Inc, Carlsbad, CA). Finalmente, para el analisis
filogenético se utilizé el software MEGA 4 usando el algoritmo Neighbor-Joining
(vecino mas cercano). La estabilidad de las ramas se calcul6 mediante 1000
réplicas de bootstrap (Hills y Bull, 1993).



36

IV

Resultados

Aislamiento e identificacion de aislados Trichoderma spp.

Se obtuvieron 6 aislados de dos localidades de la zona vitivinicola de la
Costa de Ensenada. Los aislados, el sitio de muestreo y la clave asignada para el
cepario de hongos del Laboratorio de Microbiologia del CICESE se presentan en

la Tabla Ill.

Tabla lll. Localizacién de los sitios donde se aislaron Trichoderma spp.

Localizacion Vinicola Variedad de vid Designacion
Valle de Guadalupe Chateau Camou Cabernet Suavignon CCBM46-2
Valle de Guadalupe Chateau Camou Merlot CCMTO01-1
Valle de Guadalupe Chateau Camou Merlot CCMT02-2
San Antonio de las minas Santo Tomas Shiraz SASI109-1
San Antonio de las minas Santo Tomas Chardonnay SACH21-3
San Antonio de las minas Santo Tomas Chardonnay SACH26-1

Caracterizacion morfolégica de los aislados de Trichoderma.

Aunque todos los aislados, se caracterizaron por tener un rapido crecimiento y
presentar micelio blanco y algodonoso durante los primeros dias, su crecimiento

vario a las 72 horas después de haber sido inoculados (hdi) e incubados a 25°C
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en oscuridad. De acuerdo a su morfologia y crecimiento, los aislados, se
diferenciaron en tres tipos. Las cepas que mas crecieron fueron las CCMT01-2 y
SACH26-1 con aproximadamente 60 mm en promedio, mientras que las que
menos desarrollaron fueron SASI109-1 y CCBM46-2 con 45.2 mm y 43.5 mm

respectivamente. La cepa SACH21-3 tuvo un crecimiento intermedio de 52.9 mm.

Los aislados SASI109-1, CCBM46-2, CCMTO01-2 CCMTO01-1 y SACH26-1,
presentaron morfologia muy similar durante los primeros 4 dias con micelio
blanco, fino y poco abundante, ademas de emanar un fuerte olor a coco. A partir
del quinto dia, se comenzd a observar la presencia de micelio aéreo y se pudieron
diferenciar los miembros de este grupo de aislados ya que, CCMT01-2, CCMTO01-1
y SACH26-1 (Figura 2 D, E y F) presentaron una coloraciéon que fue del color
crema al amarillo, debido a presencia de conidios, mientras que SASI109-1 y
CCBM46-2 no variaron de color.

El micelio del aislado SACH21-3 fue plano, es decir no desarrollé micelio
aéreo, y a las 36 hdi se observé la presencia de densos conidios de color verde
(Figura 2C). En este aislado, no se detectd olor alguno.
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Figura 2. Morfologia de las colonias de los seis aislados después de 14 dias de inoculacién
en medio PDA a temperatura ambiente de 25 °C. A. SASI109-1, B. CCBM46-2, C. SACH21-3,
D. CCMT01-2, E. CCMT01-1, F. SACH26-1.

Evaluacién del antagonismo de los aislados de Trichoderma ante hongos
patégenos de vid.

Evaluacién del antagonismo de la cepa PHC®T-22®

Los resultados del estudio del crecimiento dual entre la cepa comercial
PHC®T-22%° (T-22) y las cinco especies de la familia Botryosphaeriaceae se
muestran en la Figura 3. Los valores representan la media de cinco réplicas. Las
pruebas de separacion de medias de Tukey se presentan en las figuras de la 17 a

la 21. Los resultados mostraron diferencias significativas entre los tratamientos
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probados. El mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento debido al antagonismo
de esta cepa de Trichoderma, se observé hacia D. corticola con 56.24 %,

mientras que el menor efecto se presento sobre N. vitifusiforme con 43.40 %.
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de D. seriata, F. australe, N. vitifusiforme,
D. corticola y L. theobromae en PDA debido a la cepa comercial T-22. Las barras indican la
desviacidon estandar. Letras distintas senalan diferencias significativas entre tratamientos
segun la prueba de Tukey (p < 0.05).

Evaluacién del antagonismo del aislado SASI109-1

Los porcentajes de inhibicién del crecimiento ejercido por el aislado
SASI109-1 sobre los diferentes patégenos de la familia Botryosphaeriaceae se

muestran en la Figura 4. Se puede observar que SASI109-1 inhibié en mayor
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proporcion el crecimiento de cuatro de las cinco especies de patdgenos

evaluadas. El patégeno menos inhibido (con 23.81%) fue F. australe.

En la Figura 5 se muestran ejemplos del antagonismo de SASI109-1 hacia
algunos de los patogenos evaluados. Los resultados obtenidos de este estudio,
mostraron que SASI109-1 ejercidé el mismo porcentaje de inhibicion que la cepa
comercial, sobre los patogenos L. theobromae, D. seriata y N. vitifusiforme. Sin
embargo, su efecto inhibitorio de 23.81% sobre los patdégenos D. corticola y F.
australe, fue significativamente inferior que el de T-22 que alcanzé un porcentaje
de 50% (tabla V).
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Figura 4. Porcentaje de inhibicién del crecimiento de D. seriata, F. australe, N. vitifusiforme,
D. corticola y L. theobromae en PDA debido al aislado SASI109-1. Las barras indican la
desviacion estandar. Letras distintas senalan diferencias significativas entre tratamientos
segun la prueba de Tukey (p < 0.05).
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Figura 5. Inhibicion del crecimiento de dos anamorfos de Botryosphaeria por parte del
aislado SASI109-1. A. F. australe, B. N. vitifusiforme. La letra T muestra el sitio de
inoculacién de Trichoderma, mientras que P indica el del patégeno.

Tabla IV. Porcentaje de inhibicién ejercido por los aislados SASI109-1 y T-22 sobre cinco
especies de la familia Botryosphaeriaceae.

F. australe D. seriata N. vitifusiforme D. corticola L. theobromae

Cepa X(DS) %(Ds) X(DS) %(Ds) %(DS)

SASI109-1 23.81(5.57)a 37.95(4.62)a 40.80 (1.82)a 42.75(4.91)a  43.46 (2.54)a
T-22 49.87 (1.95)b 46.61(2.08)a  43.40 (1.47)a 56.24 (1.65)b  48.16 (3.33)a

¥ = media; DS = desviacion estandar. Medias en columnas con la misma letra no son

significativamente diferentes a (p < 0.05).

Evaluacién del antagonismo del aislado CCBM46-2

Los resultados de esta evaluacién mostraron que el aislado CCBM46-2,

inhibi6 de manera significativa el desarrollo de todos los hongos patdégenos
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probados (Figura 6). Los hongos sobre los cuales tuvo mayor control fueron N.
vitifusiforme y L. theobromae, mientras que los menos afectados fueron F.

australe, D. seriata 'y D. corticola.

El aislado CCBM46-2 mostro el mismo efecto inhibitorio que la cepa
comercial, sobre los patégenos N. vitifusiforme y L. theobromae, mientras que su
efecto fue menor al de la cepa comercial cuando ambos fueron probados contra

los patogenos F. australe, D. seriata y D. corticola (Tabla V).
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Figura 6. Porcentaje de inhibiciéon del crecimiento de D. seriata, F. australe, N. vitifusiforme,
D. corticola y L. theobromae en PDA debido al aislado CCBM46-22. Las barras indican la
desviacion estandar. Letras distintas senalan diferencias significativas entre tratamientos
segun la prueba de Tukey (p < 0.05).
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Tabla V. Porcentaje de inhibicion ejercido por el aislado CCBM46-2 y T-22 sobre las
diferentes especies de la familia Botryosphaeriaceae.

F. australe D. seriata N. vitifusiforme D. corticola L. theobromae

Cepa X(Ds) X(Ds) i(DS) i(DS) %(DS)

CCBM46-2 25.72(4.77)a 29.78(4.50)a  41.39(1.27)a  30.56(8.27)a  47.90(0.35)a
T-22 49.87(1.95)b 46.61(2.08)b  43.40(1.47)a  56.24(1.65)b  48.16(3.33)a

¥ = media; DS = desviacion estandar. Medias en columnas con la misma letra no son significativamente

diferentes a (p < 0.05).

Evaluacién del antagonismo del aislado SACH21-3

El aislado SACH21-3, inhibi6é el crecimiento de los patdogenos de forma
significativa (Figura 7). Los mayores porcentajes (mas del 54%) de inhibicion
ocurrieron sobre F. australe, D. seriata, D. corticola 'y L. theobromae. El patogeno
N. vitifusiforme, también fue inhibido por SACH21-3, pero en menor proporcion
con 41%. Las Figura 8 A y 8B, muestran de manera clara el impacto de este
aislado de Trichoderma sobre F. australe y N. vitifusiforme, en ellas se puede
observar que la diferencia que existe entre el crecimiento por la parte central del
patdgeno con respecto a la periferia del mismo, es mayor en F. australe que para

N. vitifusiforme lo que indica mayor inhibicién para el primero

En cuanto al comportamiento de SACH21-3 en relacién a la cepa comercial
de Trichoderma, la Tabla VI muestra que el primero fue mas eficiente que la
segunda en el control del crecimiento de los hongos patégenos D. seriata y L.
theobromae. Sin embargo, ambos fueron igual de eficientes en el control de los

otros tres patogenos estudiados.
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de D. seriata, F. australe, N. vitifusiforme,
D. corticola y L. theobromae en PDA debido al aislado SACH21-3.. Las barras indican la
desviacion estandar. Letras distintas senalan diferencias significativas entre tratamientos
segun la prueba de Tukey (p < 0.05).

Figura 8. Inhibicién del crecimiento de dos diferentes anamorfos de Botryosphaeria por
parte del aislado SACH21-3. A. F. australe, B. N. vitifusiforme. La letra T muestra el sitio en
donde fue sembrado el aislado de Trichoderma, mientras que P indica el del patégeno.
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Tabla VI. Porcentaje de inhibicion ejercido por el aislado SACH21-3 y T-22 sobre las
diferentes especies de la familia Botryosphaeriaceae.

F. australe D. seriata N. vitifusiforme D. corticola L. theobromae

Cepa %(DS) %(DS) %DS) %(DS) %(DS)

SACH21-3 54.83(2.64)a 57.81(6.30)a  40.90(4.27)a  54.10(0.78)a  54.16(1.89)a
T-22 49.87(1.95)a 46.61(2.08)b  43.40(1.47)a  56.24(1.65)a  48.16(3.33)b

¥ = media; DS = desviacién estandar. Medias en columnas con la misma letra no son significativamente

diferentes a (p < 0.05).

Evaluacién del antagonismo del aislado CCMTO01-2

La eficiencia de CCMTO01-2 en el control de los hongos patégenos fue
significativamente diferente. Mientras el porcentaje de inhibicidon sobre F. australe,
D. seriata, N. vitifusiforme y L. theobromae, fue superior al 34%, sobre D. corticola

este aislado solo logré porcentajes de inhibicion del 18% (Figura 9).

Por otra parte, el aislado CCMT01-2 presenté menor eficacia que la cepa
comercial en el control de los patégenos F. australe, D. seriata, D. corticola y L.

theobromae, pero fue igual de eficiente sobre N. vitifusiforme (Tabla VII).
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Figura 9. Porcentaje de inhibicién del crecimiento de D. seriata, F. australe, N. vitifusiforme,
D. corticolay L. theobromae en PDA debido al aislado CCMT01-2. Las barras indican la
desviacién estandar. Letras distintas sefalan diferencias significativas entre tratamientos
segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

Tabla VII. Porcentaje de inhibicion ejercido por las cepas CCMT01-2 y T-22 sobre cinco
diferentes especies de la familia Botryosphaeriaceae

F. australe D. seriata N. vitifusiforme D. corticola L. theobromae

Cepa X(DS) X(DS) X(DS) X(DS) F(DS)

CCMTO01-2 34.98(8.83)a 34.81(9.11)a  43.68(1.15)a  17.83(8.80)a  40.60(0.85)a
T-22 49.87(2.18)b  46.26(2.53)b  43.04(1.42)a  56.24(1.85)b  48.16(3.72)b

¥ = media; DS = desviacién estandar. Medias en columnas con la misma letra no son significativamente

diferentes a (p < 0.05).
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Evaluacién del antagonismo del aislado CCMT01-1

El aislado CCMTO01-1 mostré valores de inhibicion de crecimiento por arriba
del 50 % hacia todas las cepas de Botryosphaeria en las que fue probado. Los
mayores porcentajes de inhibicion se observaron hacia F. australe (75.52 %), N.
vitifusiforme (65.78 %) y L. theobromae (56.22 %) (Figura 10). En la Figura 11 se
observan ejemplos de la inhibicion de este aislado de Trichoderma hacia los

hongos D. seriata y D. corticola.

El aislado CCMTO01-1, fue significativamente superior a la cepa comercial en
el control del crecimiento de los patégenos F. australe, N. vitifusiforme y L.
theobromae, pero igual de eficiente para inhibir el desarrollo de D. seriata y D.
corticola (Tabla VIII).

CCMTO01-1
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Patogenos

Figura 10. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de D. seriata, F. australe, N. vitifusiforme,
D. corticola y L. theobromae en PDA debido al aislado CCMTO01-1. Las barras indican la
desviacion estandar. Letras distintas senalan diferencias significativas entre tratamientos
segun la prueba de Tukey (P < 0.05).
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Figura 11. Inhibicion del crecimiento de diferentes anamorfos de Botryosphaeria por parte
del aislado CCMTO01-1. A. D.seriata, B. D. corticola. La letra T muestra el sitio de inoculo de
Trichoderma, mientras que P indica el del patégeno.

Tabla VIII. Porcentaje de inhibicién ejercido los aislados CCMTO01-1 y T-22 sobre las
diferentes especies de la familia Botryosphaeriaceae

F. australe D. seriata N. vitifusiforme D. corticola L. theobromae

Cepa X(DSs) X(DS) X(DS) X(DS) X(DS)

CCMTO01-1 7552(1.79)a 52.50(3.16)a  65.78(1.78)a  54.59(2.65)a  56.22(3.69)a
T-22 49.87(1.95)b 46.61(2.08)a  43.40(1.47)b  56.24(1.65)a  48.16(3.33)b

¥ = media; DS = desviacion estandar. Medias en columnas con la misma letra no son significativamente

diferentes a (p < 0.05).

Evaluacién del antagonismo del aislado SACH26-1

La inhibicibn de crecimiento por parte de SACH26-1 hacia los cinco
patdgenos, se puede separar en tres grupos significativamente diferentes, F.

australe y D. corticola con los valores mas altos, D. seriata y N. vitifusiforme con



49

valores medios y L. theobromae con el valor mas bajo (Figura 12). En la Figura 13
se puede observa la fuerte inhibicién ejercida por este aislado hacia D. seriata
(13A) y D. corticola (13B).

El aislado SACH26-1 mostré en todos los casos valores de inhibicién
superiores a los ejercidos por la cepa comercial T-22 (Tabla IX). El porcentaje
mayor de inhibicidon se observé para F. australe (95.74 %) y D. corticola (94.43
%), seguidos de D. seriata (81.96 %), N. vitifusiforme (78.82 %) y finalmente, el

valor de inhibicion mas bajo se encontrd para L. theobromae (56.47 %).
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Figura 12. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de D. seriata, F. australe, N. vitifusiforme,
D. corticola y L. theobromae en PDA debido al aislado SACH26-1. Las barras indican la
desviacion estandar. Letras distintas senalan diferencias significativas entre tratamientos
segun la prueba de Tukey (P < 0,05).
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Figura 13. Inhibicion del crecimiento de diferentes anamorfos de Botryosphaeria por parte
del aislado SACH26-1. A. D.seriata. B. D. corticola. La letra T muestra el sitio de inéculo de
Trichoderma, mientras que P indica el del patégeno.

Tabla IX. Porcentaje de inhibicién ejercido por las cepas SACH26-1 y T-22 sobre las
diferentes especies de la familia Botryosphaeriaceae.

F. australe D. seriata N. vitifusiforme D. corticola L. theobromae

Cepa (DS) X(DS) (DS) %(DS) X(Ds)

SACH26-1 95.74(0.19)a  81.96(3.87)a 78.82(1.90)a 94.43(0.29)a  56.47(3.44)a
T-22 49.87(1.95)b  46.61(2.08)b 43.40(1.47)b 56.24(1.65)b  48.16(3.33)b

X = media; DS = desviacion estandar. Medias en columnas con la misma letra no son significativamente

diferentes a (p < 0.05).

Evaluacién del antagonismo de la cepa T. atroviride

T. atroviride inhibio significativamente el crecimiento de las especies de

Botryosphaeriaceae. Se tuvieron porcentajes de inhibicidon superiores al 39% en



51

cuatro de los cinco patdégenos estudiados. El hongo patégeno menos inhibido por
T. atroviride fue D. corticola con 21% (Figura 14).

T. atroviride mostré menor inhibicion del crecimiento que la cepa comercial
T-22, sobre D. corticola y L. theobromae. Aunque los porcentajes de inhibicion
mas altos debidos a T. atroviride fueron observados frente a D. seriata y N.
vitifusiforme (43 %), este valor fue estadisticamente igual al observado para la

cepa comercial (Tabla X).
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Figura 14. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de D. seriata, F. australe, N. vitifusiforme,
D. corticola y L. theobromae en PDA debido a la cepa de T. atroviride. Las barras indican la
desviacidon estandar. Letras distintas sefialan diferencias significativas entre tratamientos
segun la prueba de Tukey (p < 0.05).
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Tabla X. Porcentaje de inhibicion ejercido por las cepas T. atroviride y T-22 sobre las
diferentes especies de la familia Botryosphaeriaceae.

F. australe D. seriata N. vitifusiforme D. corticola L. theobromae

Cepa %(DS) %(DS) %(DS) %DS) %(DS)

T. atroviride 39.91(5.83)a 43.65(1.69)a  43.49(1.41)a  21.28(4.37)a  41.33(1.59)a
T-22 49.87(1.95)a 46.61(2.08)a  43.40(1.47)a  56.24(1.65)b  48.16(3.33)b

X = media; DS = desviacion estandar. Medias en columnas con la misma letra no son significativamente

diferentes a (p < 0.05).

Comparaciéon entre los aislados de Trichoderma hacia las cepas de
Botryosphaeria.

Al comparar la eficacia que presentaron los diferentes aislados de
Trichoderma, sobre la inhibicion del crecimiento de D. seriata, F. australe, N.
vitifusiforme, D. corticola y L. theobromae, se observo que el aislado SACH26-1
presentd valores superiores al resto de las cepas (Figuras de la 15 a la 21)
excepto para el caso de L. theobromae frente a la cual la inhibicion fue similar a
las presentadas por SACH21-3 y CCMTO01-1 (Figura 21). Estos dos ultimos
también presentaron una eficacia superior a la cepa comercial y el resto de las
cepas nativas cuando se enfrentaron a D. seriata, F. australe, N. vitifusiforme y L.
theobromae, pero no al enfrentarse a D. corticola donde no hubo diferencia

significativa.
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Figura 15. Porcentaje de inhibicién del crecimiento de las cinco especies de la familia Botryosphaeriaceae por competencia con
las ocho cepas evaluadas de Trichoderma. Los datos son las medias de las cinco réplicas, y las barras de error denotan las
desviaciones estandar de dichas réplicas. Los valores marcados con la misma letra no son estadisticamente diferentes (p<0.05)
de acuerdo a las pruebas de medias de Tukey. Las diferencias son entre las cepas de Trichoderma para cada patégeno.
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Figura 16. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de las cinco especies de la familia Botryosphaeriaceae por competencia
con las ocho cepas evaluadas de Trichoderma. Los datos son las medias de las cinco réplicas, y las barras de error denotan
las desviaciones estandar de dichas réplicas. Los valores marcados con la misma letra no son estadisticamente diferentes
(p<0.05) de acuerdo a las pruebas de medias de Tukey. Las diferencias son entre la inhibicién ejercida por cada cepa de
Trichoderma.
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SASI109-1

F. austral

Ssitos-
CCBM46-2 0.946
SACH21-3 <0.0001 <0.0001
CCMTO01-2 0.013 0.170 <0.0001
CCMTO01-1 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
SACH26-1 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
T. atroviride 0.000 0.006 0.003 0.842 <0.0001 <0.0001
T-22 <0.0001 <0.0001 0.837 0.003 <0.0001 <0.0001

Figura 17. Cuadro de valores de significancia (pruebas de medias de Tukey) para comparaciones medias de los
porcentajes de inhibicion del crecimiento entre las cepas de Trichoderma para F. australe. Valores menores a 0.05

indican diferencias significativas.
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D. seriata

SASI109-1

Ssitos-
CCBM46-2 0.247
SACH21-3 <0.0001 <0.0001
CCMTO01-2 0.979 0.794 <0.0001
CCMTO1-1 0.003 < 0.0001 0.746 0.000
SACH26-1 <0.0001 <0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 atrovillidae
T. atroviride 0.673 0.003 0.004 0.169 0.169 0.0001
T-22 0.014 < 0.0001 0.002 0.001 0.085 < 0.0001

Figura 18. Cuadro de valores de significancia (pruebas de medias de Tukey) para comparaciones medias de los porcentajes
de inhibicidon del crecimiento entre las cepas de Trichoderma para D. seriata. Valores menores a 0.05 indican diferencias

significativas.
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N. vitifusiforme

SASI109-1 CCBM46-2

CCBM46-2 1.000

SACH21-3 1.000 1.000

CCMTO01-2 0.620 0.834 0.662

CCMTO01-1 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

SACH26-1 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

T. atroviride 0.692 0.884 0.731 1.000 <0.0001 <0.0001
T-22 0.727 0.906 0.765 1.000 <0.0001 <0.0001

T.
atroviridae

Figura 19. Cuadro de valores de significancia (pruebas de medias de Tukey) para comparaciones

medias de los

porcentajes de inhibiciéon del crecimiento entre las cepas de Trichoderma para N. vitifusiforme. Valores menores a 0.05
indican diferencias significativas.
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SASI109-1

D. corticola

T.
atroviridae

SASI109-1

CCBM46-2 0.020

SACH21-3 0.038 <0.0001

CCMTO01-2 <0.0001 <0.0001 <0.0001

CCMTO01-1 0.026 <0.0001 1.000 <0.0001

SACH26-1 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

T. atroviride <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.968 <0.0001 <0.0001
T-22 0.008 <0.0001 0.998 <0.0001 1.000 0.0001

<0.0001

Figura 20. Cuadro de valores de significancia (pruebas de medias de Tukey) para comparaciones medias de los porcentajes
de inhibicion del crecimiento entre las cepas de Trichoderma para D. corticola. Valores menores a 0.05 indican diferencias

significativas.
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SASI109-1

L. theobromae

—
CCBM46-2 0.223
SACH21-3 <0.0001 0.024
CCMTO01-2 0.733 0.005 <0.0001
CCMTO1-1 <0.0001 0.001 0.934 <0.0001
SACH26-1 <0.0001 0.0001 0.887 <0.0001 <0.0001
T. atroviride 0.923 0.015 <0.0001 1.000 0.0001 <0.0001
T-22 0.169 1.000 0.034 0.003 0.002 0.0001

Figura 21. Cuadro de valores de significancia (pruebas de medias de Tukey) para comparaciones medias de los

porcentajes de inhibicion del crecimiento entre las cepas de Trichoderma para L. theobromae. Valores menores a 0.05
indican diferencias significativas.
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Antagonismo de las cepas de SACH21-3, CCMT01-1 y SACH26-1 sobre los
patégenos P. aleophilum, P. chlamydospora y Cylindrocarpon sp.

De los tres aislados probados, solamente SACH26-1 pudo inhibir el
crecimiento de Cylindrocarpon sp, aunque esta inhibicion no fue total ya que solo
se observoé un menor crecimiento cuando se comparé con el control (Figura 22,
cuadro H e ). En cuanto al P. aleophilum, se observd que las cepas CCMT01-1 y
SACH26-1 inhibieron su crecimiento (Figura 22 cuadros E y H) e inhibicion parcial
por parte del aislado SACH21-3 (Figura 23 cuadro B). Por ultimo, los tres aislados
de Trichoderma sp inhibieron totalmente el crecimiento de P. chlamydospora
(Figura 24 cuadros B, E y H). En la Tabla XI, se muestra un concentrado de las
observaciones realizadas.
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Figura 22. Inhibiciéon del crecimiento de Cylindrocarpon spp por parte de los aislados de
Trichoderma SACH21-3 (A), CCMT01-1 (D), y SACH26-1 (G). Las interacciones antagonista-
patégeno, se muestran en los cuadros B, E y H y en los cuadros C, F e | se presentan el
patégeno en ausencia de Trichoderma sp. Las imagenes fueron tomadas siete dias después
de la inoculacién.
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Figura 23. Inhibiciéon del crecimiento de P. aleophilum, por parte de los aislados de
Trichoderma SACH21-3 (A), CCMT01-1 (D), y SACH26-1 (G). Las interacciones antagonista-
patégeno, se muestran en los cuadros B, E y H y en los cuadros C, F e | se presentan el
patégeno en ausencia de Trichoderma sp. Las imagenes fueron tomadas siete dias después
de la inoculacion.
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Figura 24. Inhibicién del crecimiento de P. chlamydospora, por parte de los aislados de
Trichoderma SACH21-3 (A), CCMT01-1 (D), y SACH26-1 (G). Las interacciones antagonista-
patégeno, se muestran en los cuadros B, E y H y en los cuadros C, F e | se presentan el
patégeno en ausencia de Trichoderma sp. Las imagenes fueron tomadas siete dias después
de la inoculacion.
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Tabla XI. Inhibicion del crecimiento de P. aleophilum, P. chlamydospora y
Cylindrocarpon sp por parte de tres cepas de Trichoderma. El signo (+)
expresa inhibicién total, (+/-) denota que se observé crecimiento menor al
control y (-) que el crecimiento fue similar al control.

C Phaeoacremonium Phaeomoniella Cylindrocarpon
epa .

aleophilum. chlamydospora sp.
SACH21-3 +/- + -
CCMTO01-1 -
SACH26-1 + + +/-

Compuestos Volatiles y No volatiles

Secrecion de compuestos volatiles

Los compuestos volatiles de dos de los cuatro aislados de Trichoderma
(CCMTO01-1 y SACH26-1) evaluados inhibieron el crecimiento de las cinco
especies de Botryosphaeria (Tabla Xll), mientras que las cepas SACH21-3 y T-22
no mostraron ningun efecto negativo sobre estos patdégenos.

Tabla XIl. Inhibiciéon del crecimiento de F. australe, D. seriata, N. vitifusiforme, D. corticola 'y
L. theobromae por secrecion de compuestos volatiles de cuatro cepas de Trichoderma. El
signo (+) expresa inhibicién y (-) que hubo crecimiento del patégeno similar al del control.

Cepa F. australe  D. seriata  N. vitifusiforme D. corticola L. theobromae
SACH21-3 - - - - -
CCMTO01-1 + + + + +
SACH26-1 + + + + +

T-22 - -

Al evaluar estas cepas contra P. aleophilum, P. chlamydospora y
Cylindrocarpon sp, (Tabla XlIl) ninguna de ellas presentd efecto de inhibicion ya
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que los tres patdégenos crecieron de manera normal sin mostrar diferencias

visuales con respecto a los controles.

Tabla XIIl. Inhibiciéon del crecimiento de P. aleophilum, P. chlamydospora
y Cylindrocarpon sp. por secrecion de compuestos volatiles de cuatro
cepas de Trichoderma. El signo (+) expresa inhibicion mientras que (-)
indica que hubo crecimiento del patégeno.

Cepa Phaeoacremonium Phaeomoniella Cylindrocarpon
P aleophilum chlamydospora sp.

SACH21-3 - - -
CCMTO01-1 - - -
SACH26-1 - - -

Secrecion de compuestos no volatiles

En la evaluacion de inhibicion por secrecién de compuestos no volatiles, se
observd que las cepas CCMT01-1 y SACH26-1, inhibieron el crecimiento de los
cinco patogenos (Tabla XIV). Por el contrario las cepas SACH21-3 y la cepa
comercial (PHC®T-22%) no presentaron accién inhibitoria ya que todas las cepas

de Botryosphaeriaceae probadas crecieron de manera similar al control.

Tabla XIV. Inhibicién del crecimiento de F. australe, D. seriata, N. vitifusiforme, D. corticola
y L. theobromae por secrecion de compuestos no volatiles de cuatro cepas de
Trichoderma. El signo (+) expresa inhibicién total y (+/-) denota que se observé crecimiento
pero menor al control, mientras que (-) indica que hubo crecimiento del patégeno similar al
control.

Cepa F. australe  D. seriata  N. vitifusiforme D. corticola L. theobromae
SACH21-3 - - - - -
CCMTO01-1 + + + + +
SACH26-1 + + + + +

PHC®T-22° - - - - -
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El crecimiento de P. aleophilum fue inhibido por los aislados SACH21-3,
CCMTO01-1 y SACH26-1 (Figura 25). Al evaluar P. chlamydospora se observé un
crecimiento menos denso que el presentado por el control frente a las cepas
CCMTO01-1 y SACH26-1 (Figura 26) vy ningun efecto frente a SACH21-3 y lo
mismo fue observado para Cylindrocarpon sp (Figura 27). En la tabla XV se

muestra un concentrado de las observaciones realizadas.).

Figura 25. Inhibicion del crecimiento P. aleophilum (cuadros A, B y C) por compuestos no
volatiles de tres cepas de Trichoderma: D) SACH21-3, E). CCMTO01-1 y F). SACH26-1, siete
dias después de haber sido inoculado.
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Figura 26. Inhibicién del crecimiento P. chlamydospora, por compuestos no volatiles de tres
cepas de Trichoderma, siete dias después de realizada la inoculacion. Arriba se observan
los controles A. SACH21-3, B. CCMT01-1, y C. SACH26-1.
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Figura 27. Inhibicion del crecimiento Cylindrocarpon sp. por compuestos no volatiles de tres
cepas de Trichoderma siete dias después de realizada la inoculacion. Arriba se observan los
controles. A. SACH21-3, B. CCMT01-1, y C. SACH26-1.

Tabla XV. Inhibicién del crecimiento de P. aleophilum, P. chlamydospora y
Cylindrocarpon sp. por secrecion de compuestos no volatiles de tres cepas
de Trichoderma. El signo (+) expresa inhibicion total y (+/-) denota que se
observé crecimiento pero menor al control, mientras que (-) indica que hubo
crecimiento del patégeno similar al control.

c Phaeoacremonium Phaeomoniella Cylindrocarpon
epa .

aleophilum chlamydospora sp.
SACH21-3 + - -
CCMTO01-1 + +/- +/-

SACH26-1 + +/- +/-
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Microscopia de las interacciones de las Trichoderma spp sobre patégenos
de la madera de vid.

Solamente se observo la interaccion de los aislados SACH21-3, CCBMO01-1
y SACH26-1 ya que fueron estos aislados los que mostraron mayor actividad

frente a las cinco especies de la familia Botryosphaeriaceae.

Al observarse bajo microscopio con una magnificacion de 100x, se detecto
que algunas hifas de los patégenos a los que se enfrento el aislado SACH26-1 se
encontraban degradadas (Figura 28 A), presumiblemente por accién de
compuestos no volatiles, ademas se detectaron hifas micoparasitadas por este
antagonista (Figura 28 B). CCMBO01-1 también fue capaz de degradar algunas de
las hifas del patdégeno como en el caso de D. seriata presentado en la figura 28 C.
El aislado SACH21-3 solamente presenté accién micoparasitica (Figura 28 D,E y
F).

Caracterizacion de las cepas de Trichoderma con actividad antifungica.

Solamente los aislados que mostraron mayor actividad, es decir aquellos
que presentaron valores significativos mayores a la cepa comercial para la
mayoria de los patdégenos probados se identificaron genéticamente. Los
resultados del analisis genético de las tres especies seleccionadas indican que
estas pertenecen a dos especies diferentes de Trichoderma (Figura 29), una de
ellas a T. harzianum (SACH21-3) y dos a T. gamsii (CCMT01-1, SACH26-2).
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Figura 28. Micrografias (100x) que muestran las interacciones entre Trichoderma y algunas
Botryosphaeria spp. (A)SACH26-1 frente a D. seriata. Se pueden apreciar hifas degradadas
(flecha negra) debido a la accién del antagonista. En el cuadro B se observa la accion
micoparasitica de este mismo aislado hacia este patogeno. CCBM01-1 también colapso hifas
de D. seriata (C). El aislado SACH23-1 presenté micoparasitismo ante D. corticola (D), D
seriata (E) y F. australe (F). En las imagenes, la letra B denota al patéogeno, T al antagonista
y la flecha blanca la interaccién entre estos.
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T. longibrachiatum

T. virens

T. pleuroticola

T. harzianum

Figura 29. Arbol filogenético consenso generado a partir del analisis de las secuencias ITS
de las cepas analizadas en este estudio y de otras cepas aisladas en diferentes partes del
mundo usando el algoritmo del vecino mas cercano y 1,000 réplicas en MEGA.
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Discusiones

Las caracteristicas morfoldgicas observadas en los hongos aislados de los
vifedos de la zona, permitieron obtener seis aislados pertenecientes al género
Trichoderma de troncos de madera de vid en dos vifiedos, tres aislados en cada
uno. Si bien, las especies pertenecientes al género Trichoderma se caracterizan
por ser hongos saprofitos, que sobreviven en suelo con diferentes cantidades de
materia organica, y son capaces de descomponerla (Infante et al., 2009), algunos
estudios han demostrado que también pueden persistir en las partes aéreas de la
planta en asociacién endofitica. Algunas especies de Trichoderma pueden
reaislarse de tejidos de tallo de cacao, incluyendo la madera, el xilema, los
meristemos apicales y en menor grado las hojas (Evans, et al., 2003). Para el caso
de madera de vid, estudios en invernadero ha demostrado que T. harzianum es
capaz de colonizar las cafias hasta una distancia de 10 cm o mas por arriba y por
abajo del punto de inoculacion después de 12 semanas, mientras que en campo
crece 3 cm después de 3 meses (John et al., 2008) por lo cual tiene capacidad
endofitica y parece altamente probable que haya mas especies de Trichoderma

capaces de colonizar troncos de vid.

Dentro de un mismo viiedo se encontraron tres aislados diferentes
(SASI109-1, SACH21-3 y SACH26-1), pertenecientes al menos a dos especies.
Dos aislados de Trichoderma (CCMT01-1 y CCMTO01-2) fueron recuperados de la
misma planta, y mostraron diferencias morfolégicas y en su habilidad para

antagonizar el crecimiento de los patdogenos probados, asi es posible hallar mas
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de un biotipo dentro de la misma planta de vid. Esto se puede explicar por la gran
capacidad de adaptacion de este género y su abundancia en el ambiente,
principalmente en el suelo (Infante et al., 2009).

Los aislados también mostraron diferencias significativas en su actividad
antagonica sobre los patdégenos estudiados. Esta variacion en la efectividad ya se
habia observado con anterioridad para hongos de la madera. Por ejemplo Hunt
(2004) evaluando siete cepas de T. harzianum encontro diferencias en la
produccion de lisis y la actividad parasitica hacia varias especies de
Botryosphaeria y solo dos de ellas fueron capaces de inhibir a los cuatro
patogenos probados. En este trabajo, al probar los seis aislados de Trichoderma
se encontré que al menos dos de ellos mostraron mayor efectividad y un tercer
aislado mostré resultados comparables a la cepa comercial. Las cepas que
mostraron mayor potencial de control fueron identificadas como miembros de las
especies T. harzianum y T. gamsii. Trichoderma harzianum es la especie mas
conocida como agente de biocontrol de fitopatogenos (Margolles-Clark et al.,
1996) al grado que ya existen en el mercado productos con base en esta especies
como Trichodex™, Vinevax®, Trichoprotection®, Bio-Treck®, T-35° y la cepa
evaluada en este trabajo, PHC T-22% El efecto de la cepa T-22 se ha evaluado
solamente en un estudio de proteccion de heridas de poda en kiwi, pero su efecto

directo contra los hongos de la madera no ha sido reportado (Neri et al., 2008).

Este es el primer estudio en donde se evaluan especies nativas de
Trichoderma contra varios hongos de la madera de vid, en todos los estudios
anteriores se han usado cepas comerciales contra uno o dos patégenos pero no

de manera conjunta como en esta ocasion.

La menor inhibicion del crecimiento hacia los patdégenos probados se
observd hacia L. theobromae, es probable que el rapido crecimiento presentado

por esta cepa haya disminuido el efecto de los antagonistas. Esto puede
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explicarse por el hecho de que los niveles de interaccion entre patdégenos y
antagonistas estan regulados por la accién de varios genes, tanto del antagonista
como del patogeno (Bell et al., 1982) y asi, no todos los patdégenos responden de
la misma manera ni las Trichoderma spp ejercen el mismo efecto hacia todos los

patogenos.

La cepa de T. harzianum (SACH21-3) aislada aqui no mostro produccion de
compuestos volatiles pero si de no volatiles y bajo el microscopio, solo se pudo
observar micoparasitismo un mecanismo comun en miembros de esta especie
(Whipps, 1987; Fouzia y Saleem, 2005; Verma et al., 2007; Chakraborty y
Chatterjee, 2008). Asi solo pudo inhibir el crecimiento de los patégenos cuando
estuvo en contacto directo con ellos. Se ha reportado que dependiendo de la cepa
y del patégeno al que se enfrenta, T. harzianum tiene la habilidad para producir

compuestos antifungicos volatiles y no volatiles (Verma et al., 2007).

Respecto a las cepas de T. gamsii, si bien, existen pocos reportes que
sefalen a esta especie como importante en el control de hongos fitopatdégenos, es
importante mencionar que hasta hace poco tiempo sus miembros se agrupaban
dentro de la especie T. viride (Jaklitsch et al., 2006), por lo que existe la posibilidad
de que algunas de las cepas sefaladas como T. viride en reportes anteriores,
sean realmente T. gamsii . T. viride, es sefialado como un organismo con alto nivel
de actividad antagdnica hacia un amplio espectro de fitopatégenos (Bai et al.,
2008) con produccion de enzimas lipoliticas, proteoliticas, pectinoliticas y
celuloliticas (Calistru et al., 1997a; Calistru et al., 1997b), ademas de antibidticos
no-volatiles como la viridina con propiedades antifungicas y antibacteriales
(Bankole y Adebanjo, 1996). De T. gamsii, existen pocos productos en el mercado,
uno se comercializa bajo el nombre de Several® en Alemania (Gisi et al., 2009) y
otro, Remedier®, anteriormente se comercializaba como formulado a base de T.
viride (cepa ICC080,Isagro Spa). Ninguno de ellos se ha evaluado contra hongos
de la madera.
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Las cepas nativas de T. gamsii; CCBMO01-1 y SACH26-1 mostraron
produccion de compuestos volatiles y no volatiles. Al observar la interaccion de las
cepas con los patégenos, se detectaron hifas colapsadas, hecho que puede

atribuirse a la accion de compuestos no volatiles, los cuales podrian ser enzimas.

Baker y Cook (1974) indican que una de las desventajas en la efectividad
del control biolégico, es que los organismo utilizados como antagonistas de los
patdgenos, no estan adaptadas a las condiciones ambientales donde se van
aplicar, en cambio, las especies nativas presentan caracteristicas fisiologicas que
las hacen estar mejor adaptadas a las condiciones ecoldgicas de la zona donde
fueron encontradas (Briand-Panoma y Mayleon, 1998). En base a los resultados
obtenidos en el presente trabajo, las cepas CCMB01-1 y SACH26-1 (7. gamsii),
podrian tener mejores resultados al aplicarse en los vifiedos que una cepa
foranea. No obstante, aun con estos resultados prometedores, es necesario
realizar estudios en invernadero y campo antes de recomendar su uso. Asimismo,
existe la posibilidad de utilizar una mezcla de dos o0 mas cepas para tener una
mayor eficiencia en la prevencion y/o reduccién de las enfermedades tal y como
lo sugiere Harman (2000), aunque se requieren hacer estudios de compatibilidad
entre estos aislados antes de usarlos en combinaciones ya que se ha demostrado
que algunos aislados de Trichoderma ejercen poder inhibitorio sobre otros, sobre
todo debido a liberacion de compuestos no-volatiles (LelLay, et al., 2007)
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Conclusiones

Se aislaron seis cepas nativas de Trichoderma spp en vifiedos de la region
vitivinicola de la Costa de Ensenada. Todas las cepas fueron capaces de inhibir el
crecimiento de D. seriata, F. australe, N. vitifusiforme, D. corticola y L.

theobromae, en menor o mayor grado.

El aislado SACH21-3 mostré valores de inhibicion similares a la cepa
comercial utilizada como comparativo frente D. seriata, F. australe, N. vitifusiforme,
D. corticola y L. theobromae y mostrd produccion de compuestos no volatiles y
parasitismo. Este aislado también inhibié totalmente a P. chlamydospora pero solo

parcialmente a P. aleophilum.

Los aislados CCMTO01-1 y SACH26-1 mostraron mayor antagonismo que la
cepa comercial empleada como comparativo en el control de los hongos de la

madera.

SACH26-1 fue capaz de inhibir el crecimiento de los ocho patégenos contra los
que se evaluo y mostréo micoparasitismo, secreciéon de compuestos volatiles y no

volatiles.

CCMTO01-1 no inhibié el crecimiento de Cylindrocarpon sp y mostrd

secrecion de compuestos volatiles y no volatiles.
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En base a sus caracteristicas morfologicas y al analisis de la region del
espaciador transcrito interno (ITS1-5.8S-ITS2), los aislados CCMT01-1 y SACH26-
1 fueron identificados como miembros de la especie T. gamsii, mientras que
SACH21-3 de T. harzianum.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran a las cepa CCBMO01-1 y
SACH26-1 como organismos potenciales para ser utilizados como control

bioldgico de los hongos que afectan a la madera de la vid.
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