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Resumen

La presente tesis doctoral evalta la posibilidad de utilizar agentes de control
bioldgico autdctonos para combatir las enfermedades de la madera de la vid. En
concreto, el uso de hongos del género Trichoderma frente a Phaeoacremonium minimum,

uno de los hongos pioneros de la enfermedad de la yesca y de la enfermedad de Petri.

El principal problema a dia de hoy es la falta de productos eficaces para combatir
estas enfermedades. Esto es debido a la retirada de productos quimicos del registro de
productos fitosanitarios autorizados para combatir las plagas y enfermedades, motivado
por una mayor preocupacion por la salud del medio ambiente, del consumidor y de los
productores. Las politicas europeas buscan el uso de soluciones ecoldgicas, sostenibles,
adaptadas al cambio climatico y respetuosas con la salud animal, humana y del medio
ambiente. Sin embargo, hay una falta de consistencia de productos bioldgicos
comerciales y un limitado numero de productos quimicos que, ademds, pueden
provocar el desarrollo de resistencias en los patdgenos. Por tanto, el principal objetivo
de esta tesis es buscar soluciones basadas en el agente de biocontrol autdctono

Trichoderma spp. adaptado a las condiciones de vifiedos de la region de Castilla y Ledn.

En esta tesis se muestra que el aislado Trichoderma sp. T154 fue seleccionado y
caracterizado como un agente de biocontrol que esta adaptado a las condiciones de esta
region y con capacidad de biocontrol frente a Phaeoacremonium minimum. Ademas, este
microorganismo fue capaz de colonizar las heridas de poda en condiciones de cambio

climatico y su aplicacion fue optimizada con respecto al criterio de salud One health.

Inicialmente, se realiz6 una prospeccion de vifiedos de Castilla y Ledn. Se utilizo
un nuevo método para aislar cepas de Trichoderma spp. a partir de corteza de la planta
de vid. Se confirmd como un menor ntimero de tratamientos fungicidas por campafia y
una mayor edad de las plantas de vid favorecen las poblaciones naturales de Trichoderma,
obteniéndose 25 aislamientos de Trichoderma de las 10 parcelas muestreadas. Se evaluo
la capacidad antagonista de los citados aislamientos mediante ensayos de confrontacion
dual in vitro frente a Phaeoacremonim minimum Y038-05-3a, y se seleccionaron los aislados

T75, T79, T84 y T154 por su alta capacidad de biocontrol. Seguidamente, el aislado T154

XV



fue utilizado para evaluar los mecanismos de biocontrol que era capaz de utilizar frente
al aislado de Phaeoacremonium minimum CBS 100398. Este Trichoderma autdctono fue
transformado mediante la técnica de protoplastos con el fin de expresar la proteina roja
tdTom, lo que pertimitié determinar que el micoparasitismo en condiciones in vitro y la
exclusion de nicho en heridas de planta de vid de la variedad tempranillo fueron los
principales mecanismos de biocontrol. Finalmente, la cepa T154 fue evaluada junto con
otros aislados autdctonos de Trichoderma en distintas condiciones de temperatura, asi
como se cuantificd su persistencia sobre heridas de poda. Se comprobo que esta cepa era
capaz de producir gran cantidad de esporas a 25°C en condiciones in vitro, se verifico
que era capaz de colonizar las heridas de poda de plantas de vid de tempranillo en
condiciones de semicampo durante el invierno, permanecer al menos 12 semanas viable
protegiendo la planta, estar adaptado a condiciones simuladas de cambio climatico y ser

inoculado con criterios de respeto a la salud One health.

Por tanto, las implicaciones en un futuro inmediato de esta tesis son la aplicacion
de la cepa autdctona de Trichoderma sp. T154 en condiciones de campo estudiando su

interaccion con el resto de la microbiota natural y sus efectos sobre la produccion.
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Abstract

This doctoral thesis evaluates the possibility of using autochthonous biological
control agents to face grapevine trunk diseases. In particular, the use of fungi from the
genus Trichoderma against Phaeoacremonium minimum, which is considered a pioneer

fungus of esca and Petri diseases.

Nowadays, the main problem is the lack of effective products against these
diseases. This is due to the withdrawal of chemical products to reduce the pernicious
effects of pests and diseases and it is motivated by a greater concern about environment,
and health of consumers and farmers. European policies look for ecological and
sustainable solutions, adapted to climate change and respectful to animal, human and
environmental health. However, there is a lack of consistency of commercial biological
products and a limited number of chemical ones that, in addition, can induce resistance
to pathogens. Therefore, the main objective of this thesis is based on looking for
solutions based on the use autochthonous biocontrol Trichoderma spp. agents adapted

to the ecological niche of the vineyards from Castilla y Ledn region.

Here we show that the isolate Trichoderma sp. T154, selected and characterized as
a biological control agent adapted to the ecological conditions of this region, which acts
efficiently against Phaeoacremonium minimum, being also able to colonize pruning

wounds under climate change conditions.

First, a survey of vineyards was carried out in Castilla y Leén. A new method was
used to isolate Trichoderma strains from bark of grapevine plants. It was confirmed that
the older grapevine plants are, the higher is the diversity of Trichoderma spp. isolates and
also, a negative correlation was identified between the number of fungicides sprayed
per campaign and the diversity of Trichoderma spp. isolates. Moreover, 25 isolates of
Trichoderma were identified from the 10 sampled plots. The antagonistic capacity of these
isolates was evaluated using in vitro confrontation dual assays against Phaeoacremonium
minimum Y038-05-3a. The isolates T75, T79, T84 and T154 were selected by their high
biocontrol activity. Subsequently, the isolate T154 was used for evaluating biocontrol

mechanisms against the isolate Phaeoacremonium minimum CBS 100398. This
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autochthonous Trichoderma isolate was transformed using the protoplast procedure in
order to express the red protein tdTom. Thus, mycoparasitism under in vitro conditions
and niche exclusion in wounds of Vitis vinifera cv. Tempranillo were identified as main
mechanisms of biocontrol performed by this biological control agent. Finally,
Trichoderma strain T154 among others indigenous Trichoderma strains were evaluated at
different temperature conditions and also were inoculated in pruning wounds to
evaluate their capacity of colonization. This strain demonstrated a great production of
spores at 25°C under in vitro conditions. Moreover, Trichoderma strain T154 was able to
significantly colonize pruning wounds of Vitis vinifera cv. Tempranillo under semi-field
conditions during winter. Besides, this strain was able to remain at least 12 weeks pos
inoculation in plant, adapted to simulated climate change conditions and inoculated

based on One health approach.

Future implications derived from this thesis should be the spraying of this
autochthonous strain, Trichoderma sp. T154, under field conditions to study its

interaction with the rest of microbiota and its effects on wine production.
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Presentacion

1.1. JUSTIFICACION DE LA TESIS Y DE LAS UNIDADES TEMATICAS.

La agricultura es un pilar basico de nuestra sociedad y su alimentacién es el principal
reto que se presenta para este siglo. Las exigencias de las normativas de produccién
sostenible, el efecto del cambio climatico y la creciente preocupacion de la sociedad por
el medio ambiente y la salud de los productores y consumidores, obligan a plantear un
nuevo enfoque en la produccion agraria (Comision Europea, 2019). Los modelos
agricolas basados en un manejo convencional del cultivo, cuya dependencia de los
compuestos quimicos era su principal argumento, han pasado a la historia (Geissen
etal., 2021). Por ello, la Union Europea ha planteado politicas que implementen ese
cambio en el horizonte 2030-2050: el Pacto Verde Europeo, el plan de biodiversidad y la

estrategia “de la granja a la mesa”.

Movilizacién de la

investigacion y fomento de
la innovacion
Transformacion de

Un mayor nivel de ambicion

la Scopomia de la Hacia una contaminacion cero en
UE con miras a un un entorno sin sustancias toxicas
2050 / futuro sostenible

climatica de la UE para 2030 y
\

Suministro de energia limpia, Preservacion y restablecimiento de
asequible y segura los ecosistemas y la biodiversidad
I 1
«De la granja a la mesa»: un
sistema alimentario justo, saludable
\ y respetuoso con el medio ambiente

/
Uso eficiente de la energia y los

recursos en la construccion y Acelerar |a fransicion a una
renovacion movilidad sostenible e inteligente

Movilizacién de la industria en pro
de una economia limpia y circular

Que nadie quede atras
(Transicion Justa)

Financiacién de la transicion

Ita UE como Pacto Europeo
lider mundial por el Clima

Figura 1. 1: Esquema del Pacto Verde Europeo (Comision Europea, 2019)

Desde la Comision Europea, se propone “El Pacto Verde Europeo” (Figura 1.1),
integrado en la estrategia de la Agenda 2030 y en los Objetivos de Desarrollo Sostenible
de las Naciones Unidas, en el que la agricultura tiene un importante papel. En este pacto

se aboga por el uso de practicas sostenibles, el fomento de la agroecologia y la
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produccién ecoldgica. También se pretende reducir notablemente el uso de plaguicidas

quimicos y aumentar la superficie en agricultura ecoldgica (Comisiéon Europea, 2019).

La agenda 2030 busca, en el apartado de la agricultura, un desarrollo de las areas rurales
mediante la promocion de una produccion sostenible, el fin del hambre en el mundo,
una mayor seguridad alimentaria y mejorar la nutricion de la poblaciéon (United Nations,
2015b). Con esta tesis doctoral se intenta fomentar una agricultura sostenible mediante
el biocontrol de agentes patdgenos y la disminucion de pesticidas quimicos, lo que

conlleva una mayor seguridad alimentaria.

Los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) que plantea la Organizacion de las
Naciones Unidas (ONU) para el horizonte 2050 es una oportunidad para mejorar la vida
de todos y asi construir un mundo mejor. Varios de estos objetivos tienen relacién con
la presente tesis y se exponen a continuacion. El objetivo 9 industria, innovacion e
infraestructuras es un objetivo incluido en esta tesis ya que busca facilitar el desarrollo
sostenible mediante la investigacion e inversion en innovaciones cientificas. Otro
objetivo que promociona esta tesis es el objetivo 12 produccion y consumo responsables, que
mediante el uso de bio-productos busca un cambio en los métodos de produccion con el
fin de lograr crecimiento econdmico y desarrollo sostenible. También es de relevancia el
objetivo 13 accion por el clima, en esta tesis se integra una investigacion que simula estos
efectos y sus consecuencias para el biocontrol de enfermedades. Finalmente, el objetivo
15 vida de los ecosistemas terrestres, donde una de las acciones es detener la pérdida de
biodiversidad y en referencia a esta tesis, el estudio de biodiversidad y aislamiento de
agentes de biocontrol nativos y su interaccion puede ayudarnos a mantener un acervo
genético y a preservar esta diversidad que se encuentra amenazada (United Nations,
2015a). En sintesis, varios de los ODS especificados por la Organizaciéon de las Naciones
Unidas estan incluidos en esta tesis doctoral que busca una produccién sostenible y

respetuosa con el medio ambiente.

La segunda estrategia de la Union Europea es “la biodiversidad de aqui a 2030”. Este
enfoque busca preservar la biodiversidad con el fin de obtener beneficios economicos
directos, salvaguardar la seguridad alimentaria, y ser un elemento crucial frente a la

lucha contra el cambio climatico con el objetivo de mantener los ecosistemas (Comision
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Europea, 2020b). En esta tesis se hace un estudio de la biodiversidad de los
microorganismos de biocontrol y un estudio en condiciones de cambio climatico.
También se aislan agentes de biocontrol seguros que pueden proporcionar beneficios
economicos directos mediante la reduccion de la presencia de patdgenos. Por tanto, es

un plan totalmente integrado en esta tesis doctoral.

Y finalmente, la estrategia “de la granja a la mesa” la cual busca crear una cadena
alimentaria que englobe consumidores, productores, clima y el medio ambiente. En esta
estrategia se enfatiza la toma de medidas adicionales para reducir en un 50% el uso de
plaguicidas quimicos y en otro 50% el uso de los plaguicidas mas peligrosos en el
horizonte temporal 2030. La Comision facilitard la introduccion de plaguicidas que
contengan sustancias bioldgicas activas y actuara para acortar los plazos de autorizacion
de estos productos. También se pone de relevancia las nuevas amenazas fitosanitarias
influenciadas por el cambio climatico, por ello, la Comision Europea apoya las nuevas
técnicas innovadoras como la biotecnologia y el desarrollo de bio-productos con el
objetivo de aumentarla sostenibilidad. Estas acciones deben promover productos
fitosanitarios mas seguros que sean inocuos para los consumidores, el medio ambiente
y que aporten beneficios a la sociedad en su conjunto (Comision Europea, 2020a). Y es
por ello, que esta tesis doctoral presenta el desarrollo de un bio-producto sostenible,
inocuo para el medio ambiente y las personas, reduciendo el uso de plaguicidas

quimicos.

En conclusion, la sociedad demanda productos seguros tanto para el consumidor como
para el medio ambiente. Todos estos factores nos llevan al uso de agentes de control
bioldgico (ACB) como una alternativa que respeta todas estas premisas que promulgan
una agricultura sostenible, ecoldgica y respetuosa con el medio ambiente, la salud

vegetal, animal y la salud humana (Concepto de tnica salud- One health).

El sector agroalimentario (sector agrario e industria de alimentacién y bebidas)
representa el 10% del empleo, el 15% de las exportaciones de la region de Castilla y Ledn
y es el sector clave en la cohesidn y equilibrio territorial para evitar la despoblacién del

medio rural (Analistas econdomicos de Andalucia, 2020). Uno de sus subsectores mas
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importantes es el vitivinicola, con mas de 1.000 millones de euros en valor econémico,
15.500 viticultores, 3.500 empleos y 665 bodegas registradas en Castilla y Leon (Soria
rural, 2019). No obstante, hoy en dia, se encuentra amenazado por las enfermedades de
la madera de la vid, un conjunto de enfermedades ftingicas sin una solucion curativa. La
investigacion en su control bioldgico, alternativa sostenible al quimico, es una de las

posibles soluciones (Gramaje et al., 2018; Mondello et al., 2018).

La eficacia y persistencia de los ACB no es siempre la adecuada debido a la gran multitud
de factores que influyen en su aplicacién en campo (hospedador, factores bioticos y
factores ambientales) (Butt et al., 2001). La adaptacion a esas condiciones ambientales es
un elemento fundamental para el éxito de la aplicacion de un agente de control biologico

(Kredics et al., 2003).

Unos de los agentes de control bioldgico que mas éxito han tenido como agente de
biocontrol por su versatilidad, capacidad de adaptacion, habilidad para colonizar todo
tipo de sustratos etc.... son los hongos del género Trichoderma (Woo et al., 2014). Este
género incluye hongos filamentosos ubicuos, antagonistas de patogenos, estimuladores
del crecimiento y activadores de la respuesta defensiva de las plantas (Druzhinina et al.,

2011)

El viticultor se encuentra indefenso frente a una nueva amenaza y una posible solucién
estd en un manejo integrado de los vifiedos y en el uso de nuevas herramientas de control
de enfermedades y plagas (Mondello et al., 2018). Por lo que se plantea el uso de un
agente de biocontrol Trichoderma spp. frente a uno de los principales problemas que tiene

a dia de hoy el vifiedo, las enfermedades de la madera de la vid.

Uno de los hongos pioneros causantes de estas enfermedades de la madera de la vid es
Phaeoacremonium minimum, detectado en los vifiedos de toda Castilla y Ledén (Martin
et al.,, 2007; Martin, 2012). Este hongo es el causante de la enfermedad de Petri y del

complejo de la yesca (Gramaje et al., 2018).

Con estas premisas, esta tesis se basa en el estudio de las interacciones existentes entre

Trichoderma, el patégeno y el ambiente. El estudio de sus relaciones ayudara a entender
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mejor los mecanismos de accidén para poder controlar la enfermedad de manera eficaz y

asi optimizar la aplicacion de los ACBs de manera sostenible y respetuosa con el medio.

Con el objetivo de encontrar un organismo de biocontrol adaptado a las condiciones
edafoclimaticas y de manejo, es necesario realizar primeramente una prospeccion de un
amplio namero de vifiedos de Castilla y Ledn. Seguidamente, realizar una evaluacion de
la capacidad de biocontrol in vitro que puedan tener y seleccionar aquel o aquellos que
mayor actividad tengan frente a Phaeoacremonium minimum. Una vez seleccionado aquel
aislado que ejerza una mejor actividad de biocontrol, es necesario saber su
comportamiento dentro de la planta de vid y mediante el uso de ingenieria genética
conocer la distribucién en los tejidos de la misma y cudles son sus mecanismos de accion.
Y finalmente, con el objetivo de optimizar su adaptacion a las condiciones ambientales,
es necesario estudiar la capacidad de produccion de esporas, su adaptacion a distintas
condiciones de temperatura y su comportamiento sobre la planta de vid en condiciones
de posibles eventos de cambio climéatico. La coevolucidn de los agentes de biocontrol, la
adaptacion al cambio climatico y el cumplimiento del concepto de tnica salud (“One
health”) permitird la obtencion de agentes de control bioldgico eficaces, seguros y

respetuosos con el medio ambiente.

Conforme a lo establecido en el Ministerio de Economia y Competitividad, el codigo
UNESCO en el que mejor se puede englobar la presente tesis doctoral es: 3108.02 Disease

control, biological. Control biologico de enfermedades.
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1.3. RESUMEN DE LAS PUBLICACIONES.

La presente tesis doctoral estd constituida como compendio de publicaciones. Todas
ellas pertenecen a revistas indexadas en el JCR y se refieren al uso de Trichoderma como
agente de control biologico frente a las enfermedades de madera de vid
(Phaeoacremonium minimum). Seguidamente, se ilustran las publicaciones que han sido el

resultado de la presente tesis doctoral.

CAPITULO (5)

Titulo: Influence of fungicide application and vine age on Trichoderma diversity as source of

biological control agents.

Revista: Agronomy, (2021), (11),446
doi: 10.3390/agronomy11030446
Autores: G. Carro-Huerga, S. Mayo-Prieto, A. Rodriguez-Gonzélez, O. Gonzalez-Lépez, S.
Gutiérrez, P.A. Casquero.
Breve resefia: Con el fin de obtener agentes de
B o<ronomy wom control biolégico adaptados a las condiciones de

Influence of Fungicide Application and Vine Age on la region, se aislaron Trichoderma spp. nativas en

Trichoderma Diversity as Source of Biological Control Agents

G e e, Sars M yo-Frleser . Alvar lodebigues-Comadiee -, Oncar Gomsiles-Liges

vifiedos de Castilla y Ledn. Para ello, se evalud
su presencia y su relaciéon con respecto a las
practicas de manejo. Asi mismo, se ensayd su
eficacia frente al patdgeno Phaeoacremonium
minimum, patogeno causante de enfermedades
de la madera de la vid. Finalmente, se describen

varias cepas con potencial de biocontrol.
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Titulo: Colonization of Vitis vinifera L. by the endophyte Trichoderma sp. strain T154:

Biocontrol activity against Phaeoacremonium minimum.

Revista: Frontiers in Plant Science, (2020), (11),1170,

doi: 10.3389/fpls.2020.01170.

Autores: G. Carro-Huerga, S. Compant, M. Gorfer, R. E. Cardoza, M. Schmoll, S. Gutiérrez,

P.A. Casquero..

=

& frontiors

Colonization of Vitis vinifera L. by the

Endophyte Trichoderma sp. Strain
T154: Biocontrol Activity Against
Phaeoacremonium minimum

G Carro-eerpa’, Suiphane Compand ', Wi Garke”, fiows & Sarons ),
ey

Marn b pont”, Stbenge

.....
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Breve resefia: Una de las cepas seleccionadas
como potencial agente de biocontrol,
Trichoderma sp T154, fue modificado mediante
ingenieria genética con el objetivo de
introducir el gen Td-Tom que codifica para una
proteina de color rojo. Mediante un extenso
trabajo de microscopia confocal y electrénica
de barrido, se evaluaron los mecanismos de
accion de Trichoderma, la capacidad de
colonizacion de la planta de vid y su
interaccion con el patéogeno de vid
Phaeoacremonium minimum. Finalmente, se
demuestrd que la cepa Trichoderma sp. T154 es
capaz de proteger a la planta y disminuir la

presencia del hongo patdgeno.
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CAPITULO (7)

Titulo: The influence of temperature on the growth, sporulation, colonization, and survival of

Trichoderma spp. in Qrapevine pruning wounds.

Revista: Agronomy, (2021), (11),1771,

doi: 10.3390/agronomy11091771

Autores: G. Carro-Huerga, S. Mayo-Prieto, A. Rodriguez-Gonzalez, S. Alvarez-Garcia, S.
Gutiérrez, P.A. Casquero.

Breve resefa: Varias cepas de Trichoderma spp.

agronomy i . o~ . /

- gy aisladas de vifiedos de Castilla y Leon son

"ql"’llll; Influence of Temperature on the Growth, Sporulation, .. .

Colonization, and Survival of Trichoderma spp. in Grapevine evaluadas en Cond1C1oneS de laboratorlo para

Pruning Wounds

;.:‘x:,:; gx“rlv’::;cz’gi;"d, ::;; \Ty;z:::;“ Alvaro Rodrigues-Gonzlez 117, Samuel Alvarez-Gareia 115, b . . . d . 1.
comprobar su crecimiento a partlr € micelio 'y

de distintas concentraciones de esporas. Estas

cepas son ensayadas a distintos valores de

temperatura a los que se desarrollan los

patogenos de las enfermedades de la madera de

la vid con el fin de ver en condiciones in vitro su

Pubishers Note

comportamiento. Finalmente, uno de los

aislados seleccionados de Trichoderma sp. T154

fue capaz de colonizar significativamente la

Agremonay W1, 11, 1771 netpc i org 104390  agroreamy LIST77L T —

planta de vid durante el invierno, asi como

adaptarse a condiciones climaticas adversas.
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CAPITULO 2

2.1. EL CULTIVO DE LA VID.
2.1.1. Origen e importancia actual en Espafia y Castilla y Leon.

Recientes investigaciones han propuesto que los primeros hallazgos sobre plantaciones
viticolas en el occidente mediterraneo estarian datados en torno al siglo IX antes de
Cristo (a.C.) al norte de la actual ciudad de Huelva (Fig. 2.1-A-B). Sus huellas de cultivo
revelan el empleo de la técnica de plantacion del acodo, asi como una serie de zanjas y
fosas que conforman las lineas de cultivo (Vera Rodriguez y Echevaria Sanchez, 2013).
Estos descubrimientos han sido confirmados mediante datacion radiocarbénica y
concluyen la inclusion del cultivo de la uva por parte de los fenicios en la peninsula
durante la segunda mitad del siglo X a.C. (incluso anterior a lo inicialmente expuesto)

(Gonzaélez de Canales et al., 2020).

HUELVA PROTOHISTORIC HABITAT ON A TOPOGRAPHIC MAP OF 1870 .
A area densely built se— 1. Huelva old habitat
/rﬁ
/ \J

B. expansion area with disperse buildingsmmms maum /
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Figura 2. 1: -A. Localizacion de Huelva y de la antigua ciudad. -B. Ubicacion del antiguo poblado y de los
vifiedos sobre el plano actual de la ciudad de Huelva 1. Antigua ciudad de Huelva, 2. Plano de los vifiedos
(Gonzalez de Canales et al., 2020).

Asi mismo, las primeras evidencias del vino en la Peninsula Ibérica datan de inicios del
siglo VIII a.C. en el Castillo de Dofia Blanca, ubicado en la actual provincia de Cadiz
(Celestino Pérez, 2009), junto con la presencia de semillas de uva en dicho castillo (Juan-
Tresserras, 1999) y el hallazgo de anforas de tradicion fenicia datadas entre el s. VI-V a.C.
(Quesada Sanz, 2009), también se ha confirmado la presencia de una instalacion vinicola
por parte de pueblos ibéricos desde finales del s. VII a.C. en el yacimiento del alto de
Benimaquia (Alicante); asi como numerosos yacimientos de la zona levantina (Valencia,
Alicante) que constatan el desarrollo de la viticultura a partir del siglo V a. C (Bartolomé

y Fernandez, 2016).
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Si se evaltia la meseta norte (actual Castilla y Ledn), no es hasta el 200 a.C. cuando se
identifican en el poblado vacceo de Cauca (Segovia) restos de vid cultivada, lo que
sugiere un consumo en fresco de la uva o su llegada a través del comercio (Blanco Garcia,
2009). Otro importante hallazgo es el de los restos del poblado Vacceo de Pintia (Padilla
de Duero, Valladolid), donde se ha hallado la presencia de vino junto con otras bebidas
fermentadas en el interior de anforas desde comienzos del siglo IV a.C. hasta mediados
del siglo I después de Cristo (d.C.) (Romero Carnicero et al., 2009). Esto demuestra las
primeras evidencias del consumo de vino en la actual Denominacién de Origen de

Ribera del Duero hace mas de 2.400 anos.

En la actualidad, la superficie mundial se estima en 7,3 millones de hectdreas (ha)
incluyendo toda la superficie de vifiedo dedicada a vino, zumo, uva de mesa, pasas e
incluso vifiedos jovenes que no estan en produccion. Espafia representd en 2020 una
reduccion del 0,6% frente a 2019, situdndose en una superficie total de 961.000 ha (Tabla
2.1) (O1V, 2021).

Espana destina mas del 95 % de la superficie cultivada a la uva de vinificacién. En 2020
el suelo dedicado era de 949.565 ha, la cifra mds baja de toda la serie histdrica con una
ligera reduccion frente a 2019 del -0,34%. Castilla y Ledn es la tercera Comunidad
Auténoma con mayor superficie de vifiedo y aumenté con respecto al 2019 un 4,2% hasta

llegar a las 72.891 ha en 2020 (OEMYV, 2020).
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Tabla 2. 1: Superficie en miles de ha de los diez paises con mayor superficie de vifiedo (OIV, 2021):

Paises 2016 2017 2018 2019 - 2020k
Espafia 375 968 972 66 961
Francia 786 788 792 794 797
China 770 780 779 781 785
Italia 693 699 701 713 719
Turquia 458 448 448 436 431
Estados Unidos 439 434 408 407 405
Argentina 224 22 213 215 215
Chile 209 207 208 210 207
Portugal 195 194 192 195 154
Fumania 191 191 191 191 150

* datos provisionales

b Prevision de datos

Las variedades para uva de vinificacion que mayor superficie ocupan en Espafia son
la variedad tempranillo con 201.502 ha en variedades tintas y la variedad airén
que representa 204.699 ha en variedades blancas. En Castilla y Ledn, las
variedades con superficies por encima de las 1.000 ha son: tempranillo con 38.928 ha,
mencia con 5.063 ha, garnacha tinta con 4.349 ha y prieto picudo con 2.864 ha en
variedades tintas, y verdejo con 18.902 ha, palomino con 2.015 ha, dofia blanca con

1.496 ha y sauvignon blanc 1.478 ha en variedades blancas (MAPA, 2021).

Ademas de los aspectos bioldgicos referidos a la variedad de uva, su cultivo esta muy
influenciado por la ubicacion de la parcela, el clima, el suelo y las practicas de manejo,
todo ello le confiere un caracter diferencial al vino que se expresa como terroir (Leeuwen
y Seguin, 2006). Este aspecto diferenciador se refuerza mediante las figuras de calidad
de los productos alimentarios (entes publicos que velan por preservar la calidad de los

alimentos vinculados a su origen) (Parlamento Europeo y Consejo de la Union Europea,
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2012). Esto ha causado gran impacto en el mundo vitivinicola y la mayoria de los
productores de vid se han asociado en figuras como las Denominaciones de Origen
Protegidas (DOP) o las Indicaciones Geograficas Protegidas (IGP), las cuales, mediante
sus propios reglamentos, regulan todas las posibles variables que puedan existir en el

cultivo de la vid, en especial en Castilla y Leon (Alonso, 2012).

Los aspectos legales tienen una gran relevancia debido a que existe una legislacion muy
estricta tanto a nivel europeo como a nivel nacional. Estos aspectos se engloban en el
Reglamento (UE) n°® 1308/2013 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 17 de diciembre
de 2013, por el que se crea la Organizaciéon Comun de Mercados (OCM) de los productos
agrarios, que fija la existencia de un sistema de autorizacién de nuevas plantaciones con
un aumento de hasta un 1% anual. Esta ley ha hecho desaparecer al anterior sistema de
plantacion basado en los derechos de plantacion. En el ambito nacional, la Ley 24/2003
del 10 de julio de la Vifia y del Vino da un marco legislativo en Espafa. Y mas
concretamente a nivel autondmico, la Ley 8/2005, de 10 de junio, de la Vifia y del Vino
de Castilla y Ledn establece el marco juridico para la producciéon, elaboraciéon y
comercializacion en Castilla y Ledn, siendo todos estos condicionantes determinantes

para el cultivo de la vid.

Por tanto, estas particularidades han llevado al cultivo de la vid, a dia de hoy, a ser un
importante baluarte del sector primario. Solo en Castilla y Ledn ofrece empleo a 19.000
personas, quienes mas de 15.000 son viticultores, y con un valor econémico de mas de

1.000 millones de euros (Vinetur, 2019).

En conclusion, el cultivo de la vid es de gran relevancia historica, econémica y social en
Espafia y Castilla y Ledon lo que justifica su estudio. La variedad de vinificacion
tempranillo es la mdas adecuada para realizar los ensayos debido a su amplia difusién en

el territorio nacional.
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2.1.2.- Biologia de la vid.

La vid pertenece al género Vitis L.(Figura 2.2) y es uno de los 15 géneros de la familia
Vitaceae (WFO, 2021). Este género taxonomico comprende dos grandes secciones:
Euwitis, al que pertenecen la mayoria de especies cultivadas, y Muscadinia ,de menor

importancia, que posee tres especies (Fortes y Pais, 2016).

A dia de hoy, el cultivo de la vid

Dominio: Plantae A L.
necesita del uso de un portainjerto
Phylum: Magnoliophyta

(especie de vid  generalmente
Clase: Angicspermae

Orden: Vitales americana que aporta la parte
Familia: Vitaceae radicular) por imposicion legal
Género: Vifis (articulo 5.4 de la Ley 24/2003, de 10 de

Especie: Vitis vingfera

julio, de la Vina y del Vino) y una

Figura 2. 2: Cuadro de la sistematica de la vid segun  variedad (parte aérea de una especie de
EPPO. (European and Mediterranean Plant Protection

Organization) vid generalmente europea) y ambas se
unen por el punto del injerto. El uso del portainjerto o patréon fue motivado por la
aparicion en Europa a principios del siglo XX de la plaga Daktulosphaira vitifoliae Fitch
conocida como filoxera, la cual devastd la mayoria de la superficie de vifiedo existente
hasta ese momento (Piqueras-Haba, 2005). Las principales especies utilizadas como
portainjertos derivan, principalmente, de los cruces de Vitis riparia Michaux, Vitis
berlandieri Planchon, Vitis rupestris Scheele y Vitis solonii Planchon, aunque en la

actualidad se estan investigando nuevos cruces y revaluando sus usos debido a los

cambios ambientales y de manejo que se pueden suceder en el futuro (Marin et al., 2021).

En relacién a la variedad, la especie mas utilizada es Vitis vinifera L. y se considera que
hay mas de 5.000 variedades conocidas y catalogadas aunque, la mayoria, no tienen
aprovechamiento agricola debido a su escasa productividad o la baja calidad de su uva;
destacando en Espafia las variedades tempranillo y airén como se indico anteriormente
(Gomez, 1993). Dentro de V. vinifera se distinguen las vides silvestres conocidas como
subespecies “sylvestris” y las domesticadas, aquellas que se utilizan en la viticultura
actual, que son identificadas como subespecies “sativa”, ambas distinguibles por sus

semillas y polen. En la viticultura moderna, el vocablo correcto para referirse al término

23



Introduccion

variedad es la palabra cultivar la cual deriva de la combinacion de cultivo y variedad.
En el caso de los cultivares europeos de vid, sus origenes estarian en la domesticacion

de las variedades y también por cruces con otras variedades (Jackson, 2008).

Morfologia y ciclo fenolégico.

En relacién con la morfologia de una planta de vid (Figura 2.3), se puede distinguir un
tronco que se divide en brazos (madera vieja) que portan madera de poda la cual se
clasifica segtin el nimero de yemas. Se denominan pulgares si poseen menos de dos
yemas claramente vistas y el término es varas si poseen mas de dos o tres yemas
claramente vistas. Sobre éstos, se desarrollan los pampanos que a su vez pueden

ramificarse en nietos (Reynier, 2005).

Pulgar

Figura 2. 3: Morfologia de la planta de vid; p: pampanos, n:nietos (Reynier,
2005).
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El ciclo fenoldgico anual de cultivo consta de las siguientes fases segin Reynier (2005):

o Fase de reposo invernal: la planta esta en parada vegetativa y se vuelve a
reactivar mediante los lloros (exudacién de savia por las heridas de poda

efectuadas en el invierno).

o Fase de desborre: las yemas se hinchan debido al aumento de la temperatura
ambiental y comienza la brotacién y crecimiento de los pampanos (crecimientos
de la madera del afio en estado herbaceo) hasta que se detienen a finales de
agosto. Durante el mes de junio se produce la floracion en un tipo de
inflorescencia llamada racimo. A continuacién, se realiza la fecundacién y la
evolucion de estos ovarios fecundados pasa por diversas etapas hasta completar
su maduracion. En primer lugar, discurren por una etapa herbacea comprendida
entre el cuajado y el envero (fase durante la cual los frutos conocidos como bayas
cambian de color su piel). La siguiente etapa es la maduracién, que se caracteriza

por la acumulacion de azticares en los granos de uvas.

o Fase de agostamiento: los pAmpanos pierden su caracter herbaceo y se lignifican
pasando a denominarse sarmientos. Estos crecimientos del ano de distinta

longitud poseen en su interior las yemas que daran lugar a la cosecha siguiente.

Sistema de conduccion.

Se denomina sistema de conduccion al conjunto de la disposiciéon de los elementos
permanentes de la planta, el tipo de poda, el sistema de empalizamiento y manejo de la
vegetacidn con diferentes consecuencias en su potencial productivo y cualitativo (Yuste
Bombin, 2001). Este sistema se encontrara en equilibrio cuando la superficie foliar se
adecte a las posibilidades del medio, las exigencias de la variedad y los objetivos de la
produccion (Smart y Robinson, 1991). A dia de hoy los dos modos de conduccion

tradicional descritos en Espafia, segin Yuste Bombin (2001), son:

25



Introduccion

o Vaso: modo de conduccion en que las plantas se disponen en un tronco sobre
cuya parte superior se insertan los elementos vegetales en forma radial sin
empalizamientos y dando una posicion libre y globosa, poseen generalmente

brazos cortos y podados en pulgares.

o Espaldera: modo de conduccion provisto de un sistema de empalizamiento para
conducir la vegetacion en una direcciéon mas o menos vertical generando un tipo
de vegetacion lineal continua que puede ser mas o menos abierto en funcién de
la estructura. En la mayoria de los casos, ademas del tronco, consta de cordones
permanentes formados por pulgares o varas de renovacién apoyados sobre un
alambre de formacién. Estos modernos sistemas de formacion en espaldera de
alta densidad presentan un mayor nimero de heridas de poda (Gramaje et al.,

2018).

Para los estudios llevados a cabo en la presente tesis doctoral se utilizaron plantas
injertadas sobre vid americana de V. vinifera subsp. vinifera. La época de muestreo seguin
el ciclo fenoldgico y las heridas de poda han sido un punto de evaluacion importante
debido a la tendencia de los nuevos sistemas modernos de manejo a su mayor

proliferacion.

2.1.3.- Principales plagas y enfermedades.

La situaciéon cambiante existente, debido al nuevo escenario de cambio climatico
(Masson-Delmonte et al.,, 2021), exige una reevaluacion de las principales plagas y
enfermedades que afectan a la viticultura. Por tanto, segiin Bois etal., 2017, las
principales plagas y enfermedades que preocupan a los viticultores son el oidio, el

mildiu, la podredumbre gris, las virosis y las enfermedades de la madera de la vid.

El mildiu es una enfermedad que llega a Europa en la década de 1870 a partir de una
unica linea genética de las cinco existentes en Norteamérica y su presencia en el
continente Europeo sirvio como punto de partida para la difusion por el resto de las

zonas viticolas del mundo (Fontaine etal., 2021). Estd causada por el oomyceto
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Plasmopara viticola (Berk. & M.A. Curtis) Berl. y De Toni, y es de gran importancia por
las importantes pérdidas que puede llegar a producir. Las principales investigaciones se
han centrado en la optimizacién de productos cupricos, la obtencién de nuevas
moléculas y formulaciones para prevenir la enfermedad. Se han obtenido fungicidas
modernos de base quimica altamente eficientes que, aplicados conforme a las
condiciones climatoldgicas, pueden prevenir la aparicion de cualquier dafio causado por
esta enfermedad (Gessler etal., 2011). En hojas, este patdogeno se manifiesta con la
apariencia de “manchas de aceite” en el haz que se corresponden con “pelusilla” blanca
en el envés. En el racimo, se caracteriza por curvaturas en forma de S, oscurecimiento
del raquis y posterior recubrimiento de pelicula blanquecina. Las condiciones necesarias
para una infeccion primaria son esporas maduras, brotes de vid de ,al menos, 10
centimetros, lluvia superior a 10 mm en uno o dos dias y temperatura media superior a

los 12°C (Arias Giralda et al., 1988).

El oidio es otra enfermedad causada por el hongo Erysiphie necator Schwein.,
ampliamente extendida en Espafa, que, en condiciones climaticas favorables puede
causar la pérdida total de la cosecha. Llega a Inglaterra desde Norteamérica en 1845y se
difunde a Francia y de ahi al resto de Europa. La aplicaciéon de azufre es el principal
meétodo de control debido a su eficacia, bajo coste, ausencia de resistencias y su aparente
percepcion como sustancia natural. Pero la poda, deshojado y el sistema de formacion
tienen un papel clave para la disminucion de la afeccion de esta enfermedad (Gadoury
et al., 2012). Los sintomas se caracterizan por la aparicion de polvo blanco en el haz y el
envés de las hojas. En brotes y sarmientos se pueden visualizar manchas de color verde
oscuro a tonos achocolatados, pero los dafios mas importantes se localizan en los
racimos, ya que un ataque importante puede provocar la detencion del crecimiento de
la piel y la aparicion de agrietamiento y rajado de las bayas. La temperatura es el factor
climatico que mas influencia tiene, alcanzando el 6ptimo entre 25 y 28°C (Arias Giralda

et al., 1988).

La podredumbre gris es una patologia causada por Botrytis cinerea Pers. . Provoca
importantes dafios en la zona norte y mediterrdnea de Espafa cuando las condiciones

climaticas de humedad, principalmente, son favorables. Puede afectar a todos los
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organos verdes de la cepa, pero los mayores danos son causados en el racimo. Se
manifiesta en floracion-cuajado y durante el periodo de envero-recoleccion, donde las
bayas presentan un aspecto caracteristico de podridos y sobre su superficie se desarrolla
un hongo de color grisaceo. El ataque en ambos periodos produce una disminucién
importante de la cosecha, ademds de una disminucion de la calidad de los vinos cuando
el ataque se produce en el periodo de envero-recoleccion. Se puede controlar el ciclo de
esta enfermedad mediante la informacion del clima (principalmente humedad), el
estado fenologico de la planta y la caracterizacion del patdgeno en la parcela (Arias

Giralda et al., 1988).

Las principales virosis que afectan a las plantas de vid actualmente en Espana segun
Martin Gil et al., 2014 son: el entrenudo corto infeccioso, virosis afines de la vid (grapevine
fanleaf virus, GFLV y arabic mosaic virus, AtMV) y el enrollado de la vid (grapevine leafroll-
associated virus 1, GLRaV-1 y grapevine leafroll-associated virus 3, GLRaV-3). Los
principales métodos de control sobre los que se centran las investigaciones son la
produccién de material vegetal sano certificado, la reduccion de la presencia de los
vectores que transportan estos virus y la produccion de variedades resistentes mediante

ingenieria genética (Maliogka et al., 2015).

Y finalmente, las enfermedades de la madera de la vid (EMV), a dia de hoy son un
problema de importancia mundial que produce grandes pérdidas econdmicas y que
carece actualmente de una unica solucidén efectiva (Gramaje etal., 2018). Estas

enfermedades seran descritas en los apartados siguientes.

2.2. ENFERMEDADES DE LA MADERA DE LA VID (EMV).

Estan causadas por un conjunto de hongos patoégenos cuya caracteristica comun es la
alteracion interna de la madera de las plantas de vid debido a una necrosis, infeccion
vascular o una pudricion seca. Estas plantas tienen un decaimiento generalizado ya sea
por retrasos en la brotacion, reduccion en el desarrollo, clorosis en hojas y/o marchitez,
apoplejlas o decaimiento de la planta. También suelen aparecer sintomas foliares

caracteristicos del tipo de enfermedad al que estén asociados (Gramaje et al., 2018).
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2.2.1.- Importancia y distribucién geografica.

Aungque ya hay registro de la presencia de las EMV desde finales del siglo XIX, su gran
impacto en las plantas de vid ha sido reconocido recientemente. Ha habido un
incremento de la incidencia de estas enfermedades en los tltimos afios debido a varios
factores. El primero ha sido el incremento significativo en la produccién de planta de vid
y su plantacién durante la década de los afios 90, aumentando también la movilidad de
material potencialmente contaminado por todo el mundo. La prevalencia de los
sintomas visuales se manifiesta ahora, por lo que su presencia se hace aun mas
constatable. También existe un cambio en los métodos de produccién durante las altimas
décadas, en los que se ha pasado de vifiedos en vaso con bajas densidades de plantacion
a plantaciones en espaldera con una mayor densidad. Estos nuevos vifiedos tienen la
posibilidad de podas mecénicas, lo que deriva en un mayor nimero de heridas de poda
(Gramaje et al., 2018). Y finalmente, la prohibicion del arsenito de sodio junto a otros
fungicidas debido a los dafios para la salud y el medio ambiente asociados a su uso
(Decoin, 2001), retirando del mercado los tinicos productos que eliminaban eficazmente

los hongos causantes de las EMV (Larignon et al., 2008).

Estas enfermedades se consideran una amenaza para el sector vitivinicola mundial
debido a las grandes pérdidas econdmicas causadas, la ausencia de métodos curativos,
el incremento de plantas asintomaticas contaminadas en los vifiedos, el incremento de
la superficie de vinedos afectados a nivel mundial, la muerte de la planta y su coste de
reposicion y asi como la dificultad de su control una vez establecida en la misma (Rubio

y Garzdn, 2011; Fontaine, 2016; Gramaje et al., 2016).

Europa es considerado el continente con la mayor superficie de vifiedo, representando
el 65% de la produccion mundial y el 70% de las exportaciones de vinos en el mundo y
las EMV son una gran amenaza a la viticultura europea (Fontaine, 2016). En el caso de
Francia, el pais con la segunda mayor extension de vifiedo del mundo y el segundo en
produccién de vino (OIV, 2021), se estima que, al menos, el 13% de sus vinedos estan
afectados por las EMV (Grossman y Doublet, 2012). Las pérdidas estimadas en este pais

son de hasta 1.000 millones de Euros, dificultando el cultivo de la vid para obtener

29



Introduccion

rendimientos econémicos (Lorch, 2014). La extensién de las EMV en Francia varia con
respecto a la zona viticola, pero las plantas improductivas (muertas, perdidas,
replantadas o en proceso de restauracién) por las EMV representan una parte
significativa de las pérdidas por encima del 50% en regiones como Burdeos y Borgofia
(Bruez et al.,, 2013). Otro importante pais a resenar es Italia, que destaca por ser el
principal productor de vino del mundo y el cuarto pais en superficie de viniedo (OIV,
2021). En la region italiana de Sicilia han sido reportadas plantas con sintomas
compatibles con EMV en un 15% (Sidoti et al., 2000). En todo el sur de Italia hasta el 80%
de plantas de vid han sido asociadas con sintomas compatibles por las EMV (Romanazzi

et al., 2009).

Finalmente, Espana es el pais con la mayor superficie de vifiedo del mundo (OIV, 2021)

y se pueden identificar por regiones la incidencia de las EMV.

En Castilla-La Mancha, principal zona viticola en extension de Espana y una de las mas
importantes del mundo (MAPA, 2021), se han realizado un gran nimero de estudios en
los ultimos 20 afios para la identificacion y la caracterizacion de las EMV (Gramaje et al.,
2020). Un ensayo de caracterizacion de sensibilidad varietal del banco de germoplasma
localizado en la DO La Mancha describe un 0,57% de plantas muestreadas con sintomas
externos compatibles por las EMV y el 38,3% de las variedades evaluadas mostraron
estos sintomas (Chacon-Vozmediano et al.,, 2021). También, en la DO Manchuela se
evaluo una parcela para el seguimiento de EMV durante 15 afios. El ensayo se realizd
entre 2004 y 2018, y alcanz un porcentaje acumulado de mortalidad en el tltimo afio
del mismo de casi el 10% en la variedad monastrell y del 5,13% en la variedad bobal.
Destaca el incremento anual de plantas muertas al cambiar el sistema de conduccién de

vaso a espaldera (Gramaje et al., 2020).

En Castilla y Ledn, hubo un significativo aumento en la incidencia de las EMV de un
1,8% en 2001 a un 7% en 2006 (Martin y Cobos, 2007). En las prospecciones llevadas a
cabo en 2015, en mas del 50% de las parcelas muestreadas se ha detectado la presencia

de las EMV, siendo las figuras de calidad mas afectadas la DO Toro y la DO Tierra del
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Vino de Zamora. También destacan las variedades con mayor afeccion como

tempranillo, garnacha y garnacha tintorera (Barajas et al., 2019).

En Navarra, se evalud la incidencia de las EMV en plantas jévenes de tempranillo sobre
distintos patrones. Los datos de evaluacién de la incidencia de EMV para las campanas
2016, 2017 y 2018 demostraron unos sintomas erraticos en referencia a la yesca y
decaimientos por Botryosphaeria pero en el caso de la eutipiosis mostraron una incidencia

acumulada de mas del 10 % para el portainjerto 161-49 C (Gramaje et al., 2020).

En resumen, las EMV en Espafia son un importante problema por lo que son incluidas
dentro de las lineas estratégicas de I+D+I 2021/2024 por parte de la Plataforma
Tecnoldgica del Vino (PTV). La PTV es el principal agente de innovacion y cohesionador
del sector vitivinicola espafiol y en esta linea estratégica se busca profundizar en el
conocimiento y en la prevencion de las enfermedades de la madera de la vid dentro del

area de viticultura (Plataforma Tecnologica del Vino, 2021).

2.2.2.- Sintomatologia y hongos implicados.

Las EMV pueden clasificarse seguin la edad de la planta, aquellas que afectan a plantas
de vid jovenes (principalmente pie negro y enfermedad de Petri) y a los vifiedos
establecidos (yesca, eutipiosis, decaimiento por Botryospheaeria y excoriosis). Todas estas
enfermedades causan elevados costes adicionales a los viticultores debido a la reposicion
de plantas afectadas o muertas (Armengol, 2017). Cada una de estas enfermedades

puede ser caracterizada de forma individual como se expone a continuacion:

Enfermedad de Petri

La enfermedad de Petri afecta a plantas de vid jovenes, generalmente al material de
propagacion de los viveros y al establecimiento de nuevas plantaciones (Gramaje y
Armengol, 2011; Gramaje et al., 2018). La primera referencia es dada por el profesor
Lionello Petri en 1912 donde dos especies de Cephalosporium y una de Acremonium son

asociadas a estrias necroticas en la madera y decaimientos de plantas de vid (Petri, 1912).
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Los sintomas externos incluyen retrasos en el desarrollo, brotes con entrenudos cortos,
hojas de menor tamafio, escasa vitalidad de las plantas y finalmente la muerte de las
mismas (Gramaje y Armengol, 2011). Esta enfermedad se puede reconocer por la
presencia de compuestos fenolicos de color oscuro en los haces del xilema (Rooney-
Latham et al., 2005). Se observan punteaduras negras cuando se cortan transversalmente
y estrias de color marrdn a negro en los cortes longitudinales. Todos estos sintomas se
visualizan en el interior de troncos y brazos (Mostert et al., 2006b). Las principales
especies asociadas con esta enfermedad son una combinacion de Phaeomoniella
chlamydospora (W. Gams, Crous & M.]. Wingf. & L. Mugnai) Crous & W. Gams y varias
especies de Phaeoacremonium W. Gams, Crous & M.]. Wingf. (Mostert et al., 2006b).
Recientemente se han descrito hasta 29 especies del género Phaeoacremonium, 6 especies
del género Cadophora y Pleurostoma richardsize que también estan asociadas a esta

enfermedad (Gramaje et al., 2018).

Pie negro

Es una enfermedad de gran importancia en la mayoria de las zonas viticolas del mundo
y afecta a los viveros y a los vifiedos jovenes. Externamente, las plantas de vid presentan
crecimientos débiles, clorosis internervial y necrosis llegando incluso a no brotar

(Agusti-Brisach y Armengol, 2013).

Todas estas sintomatologias externas las hacen dificil de distinguir de desdérdenes
abidticos o incluso de la enfermedad de Petri. Internamente, se puede identificar por
coloraciones oscuras, tejidos hundidos y lesiones necrdticas en las raices y por
decoloraciones pardo rojizas en la base del tronco de las plantas afectadas (Gramaje
et al., 2018). Al retirar la corteza se pueden observar decoloraciones oscuras, estrias y
necrosis de color marrén oscuro a negro en el tejido vascular de la madera desde el

extremo basal del patron (Halleen et al., 2006).

Se incluyen, como agentes causantes, diversas especies de los géneros Campylocarpon
Halleen, Schroers & Crous, Cylindrocladiella Boesew, Dactylonectria L. Lombard & Crous,

Ilyonectria P. Chaverri & C. Salgado, Neonectria Wollenw., Pleiocarpon L. Lombard & D.

32



CAPITULO 2

Aiello, y Thelonectria P. Chaverri & C. Salgado (Gramaje et al., 2018; Berlanas et al., 2019,
2020).

Eutipiosis

La eutipiosis suele afectar a los vifiedos a partir del sexto afio y los sintomas se
manifiestan mas evidentemente durante la primavera (Munkvold, 2001) . Los sintomas
externos incluyen brotes con crecimientos raquiticos y hojas clordticas que a menudo
poseen necrosis marginales (Fig 2.4-A) (Gramaje et al., 2018). Los sintomas internos se
caracterizan por necrosis internas en forma de cufia en la seccion transversal de brazos
y troncos. Estos sintomas empiezan en el exterior del xilema y se propagan hasta la
meédula de forma progresiva causando la muerte de pulgares y brazos (Gramaje et al.,
2018). Se comprobd que la incidencia de este patdgeno es mayor cuanto mayor es la
superficie total expuesta tras la poda, independientemente del tamafio de poda de los
pulgares y por lo tanto, la reduccion de la superficie total de poda en plantas de la

variedad Shiraz, reducia la incidencia y severidad de la eutipiosis (Henderson et al.,

2021).

El principal agente causal mas virulento y prevalente es Eutypa lata (Pers.) Tul. & C. Tul.
(Carter, 1988, 1991). Los sintomas foliares estan causados por metabolitos secundarios
toxicos producidos por éste patogeno (Mahoney et al., 2005) y es el tinico agente causal
capaz de producir los sintomas en hojas (Trouillas y Gubler, 2010). Recientemente se ha
descrito la presencia de E. lata en Sudamérica (Chile), zona que habia estado libre de la

presencia de este patogeno (Lolas et al., 2020).

Se han descrito otros géneros pertenecientes a la familia Diatrypaceae que también causan
esta enfermedad como son Anthostoma Nitschke, Cryptosphaeria Ces. & De Not.,
Cryptovalsa Ces. & De Not. Ex Fuckel, Diatrype Fr., Diatrypella (Ces. & De Not.) De Not.,
and Eutypella (Nitschke) Sacc. (Trouillas y Gubler, 2010; Luque et al., 2012; Pitt et al.,
2013a; Rolshausen et al., 2014).
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Figura 2. 4: Enfermedades de la madera de la vid.-A. Sintomas foliares caracteristicos de eutiposis con
hojas clordticas y débiles crecimientos de pampanos. -B Cordones y pulgares con ausencia de
crecimientos con sintomas compatibles por decaimiento por Botryosphaeria. -C Planta colapsada durante
el periodo de verano por apoplejia, perteneciente a la sintomatologia de la yesca. -D Sintomas
caracteristicos en hojas de GLSD en variedad tinta prieto picudo, perteneciente a la sintomatologia de la
yesca. -E Sintomas caracteristicos en hojas de GLSD en variedad blanca albarin blanco, perteneciente a
la sintomatologia de la yesca.

Decaimiento por Botryosphaeria

El decaimiento por Botryosphaeria es posible encontrarlo en vifiedos adultos de mas de 8
anos pero también se han observado chancros y muerte de plantas en material de
propagacion de viveros (Gramaje y Armengol, 2011). Los sintomas de esta enfermedad
se asocian con ausencia del crecimiento de los pdampanos durante la primavera en los
pulgares afectados, muerte de las yemas, hojas cloréticas y decaimientos (Fig 2.4 -B)
(Urbez-Torres, 2011). El principal sintoma en madera es la presencia de chancros en
forma de cufia o necrosis circulares centrales o no uniformes en las secciones

transversales de la madera afectada (Gramaje et al., 2018).

Se han descrito, hasta la fecha, 26 especies referidas a la familia Botryosphaeriaceae que
pertenecen a los géneros Botryosphaeria Ces. & De Not., Diplodia Fr., Dothiorella Sacc.,

Lasiodiplodia Ellis & Everh., Neofusicoccum Crous, Slippers & A.J.L. Phillips,
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Neoscytalidium Crous & Slippers, Phaeobotryosphaeria Speg., y Spencermartinsia A.]J.L.
Phillips, A. Alves & Crous, causantes del decaimiento por Botryosphaeria (Urbez-Torres,

2011; Pitt et al., 2013a, 2013b, 2015; Rolshausen et al., 2013; Yang et al., 2017).

Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samules) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, Diplodia
seriata De Not y Botryosphaeria dothidea (Moug. ex Fr.) Ces. & De Not, son los hongos
aislados mads frecuentemente (Urbez-Torres, 2011). Algunos de ellos como N. parvum y
D. seriata se ha demostrado en condiciones de laboratorio que son capaces de
metabolizar rapidamente los estilbenos, sustancias con actividad bioldgica frente a
patdgenos que emite la planta de vid, asi como de presentar una elevada actividad
enzimatica, que ,en conjunto, serian importantes factores de virulencia frente a la planta
de vid (Labois et al., 2021). Varias especies de estos géneros (Neofussicocum, Diplodia y
Dothiorella) son capaces de producir una gran cantidad de enzimas extracelulares
amilasas, celulasas, lacasas, lipasas, pectinasas, pectin-liasas, y proteasas (Esteves et al.,

2014).

Excoriosis

Los sintomas causados por esta enfermedad son muy similares a los que suceden en los
decaimientos por Botryosphaeria; presencia de chancros y ausencia de desarrollo de los
pulgares afectados con especial afeccion en las zonas con climas templados y hiimedos
durante la época de desarrollo vegetativo (Urbez-Torres et al., 2013). La principal especie
es Diaporthe ampelina Berk. & M.A. Curtis (syn. Phomopsis viticola Sacc.), la cual causa la
infeccion conocida como excoriosis en Europa (Punithalingam, 1979) y phomopsis en

Estados Unidos (Pearson y Goheen, 1994).

Yesca

Enfermedad que ya era conocida en la época de los griegos y los romanos (Mugnai et al.,
1999). Tradicionalmente se han descrito en los vifiedos dos formas de esta enfermedad,
crénica y apopléjica (Gramaje et al., 2018). La forma apopléjica de yesca (Fig 2.4-C) se

caracteriza por un decaimiento repentino de la planta entera o de los brazos o de varios
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pampanos (Gramaje et al., 2018). En la forma croénica se observa el sintoma foliar mas
caracteristico que se corresponde con un patron tigreado en las hojas (Surico, 2009). Se
observan decoloraciones en las hojas con bordes secos y con patrones de coloracion
rojizos en las variedades tintas (Fig 2.4-D) y coloraciones amarillas en las variedades
blancas (Fig 2.4-E). Estas hojas presentan arrugamientos, quemaduras y decaimientos.

También es frecuente observar secado de los racimos (Mugnai et al., 1999).

En ambos casos, la sintomatologia aparece a finales de primavera o durante el verano.
La expresion de los sintomas puede variar de afio a afio y ser erratica, lo que dificulta su
seguimiento. Los sintomas internos en la madera se caracterizan por punteaduras negras
en el xilema rodeadas de decoloraciones rosas a marrones, con estrias necroticas
vasculares o pudriciones secas (Fischer, 2002). En los apartados posteriores se describira

con mas profundidad la problematica de la etiologia de esta enfermedad.

Actualmente la yesca se encuentra en estrecha relacion con la enfermedad de Petri (Fig.
2.5), habiéndose postulado como hongos iniciadores de estas enfermedades a P.

minimum y P. chlamydospora (Mugnai et al., 1999) .

Figura 2. 5: -A. Sintomatologia caracteristica de la yesca con prudiciones secas y
necrosis. -B. Tilosas producidas en la planta de vid joven. -C Coloraciones rojizas y
pudriciones secas en madera.

Otro aspecto importante es el efecto de las temperaturas y la deficiencia de agua en la
planta y los patogenos, siendo muy diferente el efecto causado segun el patdgeno,
planta, intensidad, duracion y tipo de estrés. Por lo que es necesario un mayor namero
de estudios en relacion a una respuesta combinada de estreses con el fin de interpretar
bien la relacion entre el patrén, la variedad y la relacion con los estreses abidticos y las

EMV (Songy et al., 2019).
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En conclusion, la problematica de las enfermedades de la madera de la vid es un
problema a nivel mundial sin una solucién. El presente estudio se centrara sobre uno de
los principales patogenos en Castilla y Ledn y agente etiologico de la yesca y enfermedad
de Petri que es P. minimum, y se estudiara en relacion con las condiciones climaticas con

especial incidencia en la temperatura.

2.3. Phaeoacremonium spp.

Anterior a su definicion como género, fueron descritas cepas de Acremonium y
Cephalosporium que causaban decaimientos de plantas de vid (Petri, 1912; Chiarappa,
1959). Una de las cepas anteriormente descritas de Cephalosporium (CBS 239.74) fue
revaluada y se confirmé que morfoldégicamente era diferente a la especie causante de
decaimientos en plantas lefiosas Phialophora parasitica Ajello, Georg & C.J.K. Wang. Por
tanto, en base a P. parasitica y cepas similares provenientes de humanos y de varias
muestras de especies lefiosas incluida la vid, fue definido el nuevo género
Phaeoacremonium que sera descrito a continuacion (Crous et al.,, 1996, Mostert et al,

2006b).

2.3.1.- Importancia del género Phaeoacremonium.

Descripcion, sistemdtica y morfologia.

La primera referencia a Phaeoacremonium esta asociada a un nuevo género de hifomicetos
en el afio 1996 y se establecieron cinco nuevas especies asociadas al mismo:
Phaeoacremonium aleophilum, P. angustius, P. chlamydosporum, P. inflatipes, P. rubrigenum y
se reasignd una especie mas que anteriormente pertenecia al género Phialophora con la
nueva denominacion de Phaeoacremonium parasiticum. Su denominacion es debida a que
sus caracteristicas morfologicas se encuentran entre las del género Phialophora y del
género Acremonium (Crous et al., 1996). Aunque en la actualidad estan descritas en el
Index Fungorum 69 especies (Index Fungorum, 2021), estan aceptadas 62 especies del
género Phaeoacremonium (Marin-Felix et al., 2019; Crous et al., 2021). Se debe resenar el

cambio realizado dentro de este género por la especie Phaeomoniella chlamydospora,
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anteriormente denominada como Phaeoacremonium chlamydosporum, y que actualmente
estd clasificada dentro del género Phaeomoniella (Crous y Gams, 2000). Este patdgeno es

uno de los principales hongos pioneros de las EMV (Gramaje et al., 2018).

Dominio: Fungi El  género  Phaeoacremonium  fue

Phylum: Ascomycota confirmado como anamorfo de Togninia

Clase:Sordariomycetes (Mostert etal., 2003) y se realizé un

Orden: Togniniales amplio estudio sobre su taxonomia,

Familia: Togniniaceae .
£ determinando las claves para la

Género:Phaeoacremonium

identificacion de sus distintas especies

Figura 2. 6: Clasificacion taxonoémica del género (Mostert, 2006). Pero tras el movimiento
Phaeoacremonium segun EPPO.

general micolégico de “Un hongo-Un
nombre”/“One fungus-One name” (Taylor, 2011), Togninia fue excluido de esta
clasificacién, con la reasignacion de varias especies y su definicién como sinonimia de
Phaeoacremonium (Gramaje et h, 2015). Phaeoacremonium pertenece a la familia

Togniniaceae (Fig. 2.6).

Para la clasificacion de los caracteres de cultivo se ha utilizado tradicionalmente el medio
de cultivo de extracto de malta con agar al 2%. También se ha descrito la
produccion de un pigmento amarillo sobre medio de cultivo de patata dextrosa y agar
(PDA), su tasa de cultivo a 25°C y la temperatura maxima de crecimiento, aunque se
recomienda combinarlo con identificaciones de caracter molecular para poder identificar
plenamente la especie (Mostert et al., 2005). Para su identificacion a nivel de especie son
recomendados el andlisis de las secuencias del marcador TUB2 que codifica para la
subunidad de la beta tubulina y act (proteina de la actina) (Jayawardena et al., 2019).
Incluso una combinacién de un mayor nimero de genes marcadores permite una
clasificacién atin mas precisa (Ijrbez—Torres et al., 2014). Es considerado como un género
monofilético de taxones, por lo que todos provienen de un Unico ancestro comun
(Gramaje et al., 2015). En lo referido a sus caracteristicas morfoldgicas generales, posee
un micelio verrugoso con conididforos pigmentados y con células conididgenas

fialidicas y conidios aseptados hialinos cuya forma varia de oblongoelipsoidal a

38



CAPITULO 2

alantoide. Generalmente los conidios se retinen en cabezas en los apices de las fidlides

(Gramaje et al., 2015).

Patogenicidad y enfermedades asociadas

Aungque esta asociado a mas de 40 especies vegetales de plantas generalmente lefiosas a
las que causa estrias necroticas (Marin-Felix et al., 2019), el principal hospedador de este
patdgeno es la planta de vid (Mostert et al., 2006b; Gramaje et al., 2015; Spies et al., 2018).
En la actualidad se han descrito hasta 30 especies que afectan al cultivo de la vid en el
mundo (Gramaje et al.,, 2015; Spies et al., 2018; Crous et al., 2021), siendo la especie
Phaeoacremonium minimum [antes Phaeoacremonium aleophilum, en 2015 fue renombrada
como Phaeoacremonium minimum (Tulasne & C. Tulasne) D. Gramaje, L. Mostert & Crous
(Gramaje et al., 2015)], la mas prevalente en la mayoria de los vifiedos (Larignon y
Dubos, 2000; Mostert et al., 2006a; Martin y Cobos, 2007; Gramaje et al., 2011b). Estudios
de patogenicidad de especies de este género sobre plantas de vid han demostrado que las
especies de Phaeoacremonium mortoniae y P. minimum (anteriormente P. aleophilum) causaron
una disminucion significativa en el peso de las raices y que Phaeoacremonium parasiticum, P.
angustius, P. inflatipes y P. venezuelense causaron sintomas foliares significativos (Aroca y

Raposo, 2009).

Se ha descrito como causante de la enfermedad tépica en humanos Phaeohyphomicosis
(Gramaje et al., 2015) y se ha descrito como patdgeno de las larvas de escarabajos de la
madera, artropodos y también capaz de permanecer en diversos suelos (Jayawardena

et al., 2019).

A continuacion, se presentan las especies del género Phaeoacremonium descritas como

agentes patdgenos en especies vegetales de cultivo en Espafia (Tabla 2.2).

39
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Introduccion

ESPECIE VEGETAL ENFERMEDAD ESPECIE PATOGENA REFERENCIA
ALBARICOQ,UE Decaimiento P. venezuelense (Olmo et al., 2014)
Prunus armeniaca

ALMENDRO Decaimiento P. iranium (Gramaje et al., 2012)
Prunus amygdalus P. amygdalinum (Gramaje et al., 2012)
. (Agusti-Brisach
P. italicum etal, 2021)
P. minimum (Agusti-Brisach
OLIVO o ' etal., 2021)
Decaimiento ;T
Olea europaea P. parasiticum (Agusti-Brisach
P etal, 2021)
) (Agusti-Brisach
P scolyti et al,, 2021)
PISTACHO Decaimiento P. minimum (Lopez-Moral et al.,
Pistacia vera ' 2020)
, (Gramaje et al.,
P. cinereum 2009a)
P. fraxinopennsylvanicum (Gramaje et al., 2007)
. . (Gramaje et al.,
P. hispanicum 20092)
, , (Gramaje et al.,
P. inflatipes 2009a)
P iranianum (Gramaje et al.,
VID Yesca/enfermedad ’ 2009a)
Vitis vinifera de Petri N (Gramaje et al.,
P. krajdenii 2011a)
. (Armengol et al.,
P. minimum 2001)

P. parasiticum

(Aroca et al., 2006)

P. scolyti

(Gramaje et al., 2008)

P. sicilianum

(Gramaje et al.,
2009a)

P. viticola

(Aroca et al., 2008)

Elaboracion propia a partir de (Gramaje et al., 2020).

2.3.2.- Phaeoacremonium minimum

Esta considerado como uno de los agentes etiologicos de la enfermedad de Petri y de la

yesca, enfermedades descritas en el apartado anterior (Gramaje etal., 2018). Sin

embargo, la etiologia de la yesca ha sido un tema de discusion durante los tltimos 20

anosy ,a dia de hoy, no se ha alcanzado un consenso (Gramaje et al., 2018). Segtin Surico

et al. 2006 se considera como complejo de la yesca (Fig 2.7), y el hongo P. minimum esta

descrito como agente etiologico en cuatro de las cinco enfermedades que lo forman: la

enfermedad de Petri, el estriado necrético de la madera, la enfermedad del tigreado de

la hoja de vid (GLSD) y la yesca propiamente dicha. En el caso de la podredumbre

blanda, estd causado por Fomitiporia spp. y otros hongos basidiomicetos.
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Complejo de la yesca

Inferior a 1-7 afios de edad Edad de la planta Mayor de 8 afios
Estriado Enfermedad de GLSD Podredumbre Yesca propiamente
necrético Petri blanda dicha

Figura 2. 7: El complejo de la yesca. Los cinco sindromes del complejo de la yesca y sus agentes
etiologicos. Adaptado de Mondello et al., 2018.

Esto es debido a que se han aislado otras bacterias endofiticas y otros hongos patégenos
de la misma madera afectada por esta enfermedad (Hofstetter et al., 2012; Bruez et al.,
2014, 2015). Por lo que, a dia de hoy, permanece incierta la relacion que tienen los

distintos patogenos y microorganismos en el desarrollo de esta enfermedad.

Principales hipdtesis.

La principal hipotesis en la yesca, es la infeccion de las plantas jovenes por los hongos
del género Phaeoacremonium (siendo el principal y mas prevalente P. minimum) y
Phaeomoniella chlamydospora quienes provocan los sintomas de la yesca. Posteriormente,
esto permite el desarrollo de hongos basidiomicetos aunque no se ha demostrado por
los postulados de Koch la acciéon de muchos de ellos (Gramaje et al., 2018). Se han
descrito algunos géneros de basiodiometos como Inocutis Fiasson & Niemela, Inonotus P.
Karst, Fomitiporella Murrill, Fomitiporia Murrill, Phellinus Quel, y Stereumn Hill ex Pers.
(Cloete et al., 2015; Guerin-Dubrana et al., 2019). Recientemente se ha confirmado que
Fomitiporia mediterranea M. Fisch. es el principal hongo patdgeno basidiomiceto asociado
a la yesca (Bruez etal., 2021), aunque también se han descrito varias especies de

Cadophora relacionadas con la afeccidn de esta enfermedad (Travadon et al., 2015).

Asi mismo, la principal hipdtesis de los sintomas caracteristicos en hojas (GLSD)
propone que son derivados de dos acciones concomitantes. El primero es la produccion
de elicitores o toxinas por parte de los hongos traqueomicoticos como P. minimum y P.
chlamydospora, y el segundo es la oclusion de los haces vasculares de la planta por tilosas

y geles derivados de la presencia de estos hongos en los mismos haces. Esta tilltima accion
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provoca que la planta no pueda nutrirse correctamente y muestren esos sintomas

resultado de multicarencias nutricionales (Bortolami et al., 2019).

La oclusién de los haces vasculares sucede debido a la generaciéon de estreses bidticos
y/o abidticos. Los hongos traqueomicoticos P. minimum 'y P. chamydospora entran en los
haces vasculares de la planta y ésta, con el fin de detener su avance, forma estructuras
de fenoles en forma de tilosas, geles, compuestos fendlicos no estructurales, suberina y
almidon en los haces del xilema, provocando una menor capacidad de nutriciéon de las
hojas, lo que termina en la sintomatologia caracteristica de multicarencia o incluso la
muerte de la planta. Aunque la planta logra detener el avance de los patégenos,provoca
su propia muerte por la oclusion de sus haces vasculares (Mugnai et al., 1999; Sun et al.,

2008; Pouzoulet et al., 2017).

Caracteristicas bioldgicas y genéticas.

P. minimum se ha descrito con un éptimo de crecimiento entre 25°C y 30°C y con un rango
de temperatura maximo y minimo entre 10°C y 35°C (Valtaud et al., 2009). También se
ha definido como su 6ptimo de actividad de agua entre -0,3 y -2,3 (MPa) con una
disminucion del 50% de su crecimiento en valores de -4 a -5 MPa (Whiting et al., 2001).
Se ha estudiado la presencia de micovirus en esta especie, y a diferencia del resto de
patdgenos de la vid, los virus afectan a este patdgeno solo en tejidos de plantas
sintomaticas, sugiriendo una posible coevolucion donde los virus no reducen el efecto
patogeno de P. minimum (Nerva et al., 2019). En relacién a la variabilidad bioldgica, se
identificaron hasta 42 diferentes haplotipos de muestras recolectadas de vifiedos de P.
minimum (Péros et al., 2000). La afeccion de este patdgeno puede variar dependiendo del
cultivar al que afecte (Sparapano et al., 2001) y al tipo de patron, siendo el portainjerto
161-49C el menos susceptible en condiciones de cultivo en Espafia junto con otras
especies de este género (Gramaje et al., 2010b). También se estudiaron 58 aislados de P.
minimum representativos de distintos puntos de Espafia, concluyendo que estas
poblaciones provienen de 4 introducciones independientes con un genotipo

diferenciado. No obstante, se hallaron idénticos genotipos en distintas zonas geograficas,
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lo que sugiere una infeccion por el movimiento de este material (Gramaje et al., 2013).
Aunque un estudio sobre 36 aislados de P. minimum de Castilla y Ledon mediante la
secuenciacion de 6 regiones gendmicas determino que existian considerables diferencias

entre aislados de esta Comunidad Autonoma (Martin et al., 2014).

Para la identificacion de P. minimum se desarrollaron oligonucledtidos especificos a
partir del gen que codifica para la beta-tubulina en el intrén 1 (palFI1 y palRI1) (Martin
et al., 2012). También se ha descrito otro procedimiento para identificar esta especie
mediante el disefio de los oligonucle6tidos PalQF y PalQR de otra regién distinta del gen
beta-tubulina (intrones 1 y 2) (Pouzoulet et al., 2013) y de la actina (Reid et al., 2006)
utilizando PCR a tiempo real a partir de muestras de planta de vid. El uso de la
tecnologia de ADN-macroarray permiti6 la identificacion de varias especies del género
Phaeoacremonium junto con otras especies que causan las EMV al mismo tiempo, siendo
una técnica rapida y muy adecuada para la identificacion de este tipo de enfermedades
(Urbez-Torres et d., 2015). También el uso de ensayos seroldgicos a partir de los
polipéptidos secretados por P. minimum podria ser una herramienta mas para su

identificacion (Fleurat-Lessard et al., 2014).

Epidemiologia

P. minimum vive en el xilema y la médula como un enddfito y puede ser transportado a
través de la savia (Feliciano y Gubler, 2001). Este hongo puede colonizar corteza, médula
y fibras del xilema, incluso puede aparecer en el lumen de los haces del xilema como se
explico anteriormente (Pierron et al., 2015). Este patdgeno es posible encontrarlo en
sarmientos podados y sin podar de la planta de vid (Larignon y Dubos, 2000). También
puede ser inoculado en el suelo a partir de estos restos de poda y ser patogeno del propio
suelo e infectar las raices de las plantas de vid a partir de estos indculos naturales de P.
minimum (Gramaje et al., 2015). Al llegar la primavera, P. minimum aumenta su actividad
por las condiciones ambientales que favorecen la entrada en actividad de la planta de
vid, lo que provoca una mayor dispersion de las conidias y ascosporas por parte de agua,
vientos e insectos principalmente (Mostert et al, 2006b; Moyo etal, 2014). Las

ascosporas son liberadas durante periodos de lluvia o por la acciéon de sistemas de

43



Introduccion

aspersion e infectan las heridas de poda (Larignon y Dubos, 2000; Eskalen et al., 2004,
2007). Las heridas de poda son la principal fuente de entrada de los patdgenos de las
EMV (Gramaje et al., 2018) y éstas permanecen susceptibles a una infeccion por este
patdgeno hasta 4 meses después de la poda (Eskalen et al., 2004). Recientemente, esta
especie junto con P. inflatipes fue confirmado como indculo aéreo en heridas de poda en
campos de viveros de Sudéfrica y también se confirmo que la principal liberacion de las
esporas coincide con las principales épocas de poda durante primavera e invierno
(Halleen et al., 2020). El ciclo completo de esta infeccion junto con otros microorganismos

puede visualizarse en la figura 2.8.

También se han encontrado aislamientos de P. minimum en galerias de Xylotrechus
arvicola Olivier en el interior de la planta de vid (Garcia Benavides et al., 2013), y se

identifico este patdgeno a partir de artropodos que portaban sus esporas en vifiedos

(Moyo et al., 2014).

El propio material vegetal proveniente de vivero puede ser una fuente de indculo de
gran importancia(Gramaje y Armengol, 2011). En varios estudios sobre planta de vid
proveniente de plantas madre de vivero, varias especies de Phaeoacremonium fueron
aisladas y entre ellas P. minimum (Fourie y Halleen, 2004; Aroca et al., 2010). Por tanto,
son necesarias unas practicas de manejo que reduzcan el riesgo de infeccion durante el

proceso de propagacion (Gramaje y Di Marco, 2015).
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Figura 2. 8: Ciclo de la enfermedad de yesca y enfermedad de Petri en la planta de vid (Gramaje et al,,
2020).

L v Vs,

Recientemente también se ha descrito en China la presencia de este hongo como agente
etiologico de EMV (Ye et al., 2020), y junto al hongo Fomitiporia punctata también se le ha

asociado como agente causal de la yesca (Ye et al., 2021).

En conclusion, la presencia de este patdgeno en otras especies vegetales y su gran rango
de dispersion geografica hace que exista gran diversidad de fuentes de in6culo viable,
lo que provoca una gran dificultad en la descripcién de la epidemiologia de este género

(Gramaje et al., 2015).

Fitotoxinas

Este hongo es capaz de producir una gran variedad de compuestos quimicos con acciéon
fitotdxica frente a las plantas de vid (Andolfi et al., 2011). En primer lugar, estan los
metabolitos lipofilicos de bajo peso molecular, los cudles se han podido aislar de cultivos
liquidos de P. minimum. Destacan la escitalona y la isosclerona que pertenecen a la
familia de los pentaquétidos. Estos compuestos tienen la capacidad de causar

decoloraciones en las hojas, clorosis y punteaduras internerviales o necroticas (Evidente

45



Introduccion

et al., 2000). Incluso hasta 7 compuestos mas derivados de la familia quimica de las
naftalenonas pentaquétidas fueron identificados como compuestos fitotoxicos para la

planta de vid a partir de este hongo (Abou-Mansour et al., 2004).

En segundo lugar, estan los compuestos hidrofilicos de alto peso molecular, entre los
que destacan los polisacdridos. El mas relevante es el pululano, aislado de un cultivo
liquido de P minimum que provoca en la vid sintomas compatibles con los descritos en
plantas con yesca (Sparapano et al., 2000). También se han descrito polipéptidos tdxicos,
con una estructura quimica todavia desconocida, que han sido capaces de ser aislados
de cultivos liquidos de P. minimum como factores de virulencia en las plantas de vid
(Luini et al., 2010). Aunque ensayos con métodos inmumologicos para deteccion de estos
compuestos en P. minimum 'y P. chlamydospora permiten concluir su relevancia como otra
herramienta adicional (Fleurat-Lessard et al., 2010, 2014). Incluso estos polipéptidos
pueden variar cualitativa y cuantitativamente dependiendo de la temperatura a la que
se excreten, produciendo diferentes cambios en la fisiologia de la planta de vid (Pontini

et al., 2014).

Por otro lado, se ha estudiado el efecto conjunto de ambas familias quimicas, metabolitos
lipofilicos e hidrofilicos, y se ha evaluado la relacion de la bioacumulacion de escitalona,
isosclerona y pululano (Fig. 2.9). Asi como de los metabolitos de defensa producidos por
la planta en respuesta a este ataque, concluyendo que la concentracion por parte de la
planta de compuestos fendlicos de defensa y por tanto su capacidad de defensa, depende

en gran medida de la variedad de vid (Bruno y Sparapano, 2006).

Ademas P. minimum posee enzimas de actividad extracelular capaces de degradar
polisacaridos como las hemicelulosas, celulosas y ligninas (Valtaud etal., 2009) a
diferencia de P. chlamydospora que no mostro actividad enzimatica en ninguna de ellas

(Bruno y Sparapano, 2006).
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HO OH

Figura 2. 9: -A. Pululano. -B Escitalona. -C Isosclerona (Fischer y Thines, 2017).

Aplicacién de las dmicas en Phaeoacremonium minimum

La aplicacion de las estrategias dmicas (gendmica, protedmica, metabolomica, etc..)
tienen un gran impacto en la agricultura (Van Emon, 2016). En el caso de P. minimum se

han llevado a cabo diversos estudios que se citan a continuacion.

En el campo de la gendmica, se han secuenciado 2 genomas completos de dos aislados
de P. minimum ambos de plantas de vid y que se encuentran a disposicién de la
comunidad cientifica para su andlisis: el aislado P. minimum 1119 (Massonnet et al., 2018)

y el aislado P. minimum UCR PA7 (Blanco-Ulate et al., 2013).

Un estudio de transcriptomica reveld que P. minimum es capaz de aumentar las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y sélo algunos genes que codifican para 6xido-
reductasas se regularon positivamente, mientras que otros fueron regulados

negativamente en plantas de vid (Fischer et al., 2016).

Otra investigacion sobre gendmica y transcriptdmica de aislados de P. minimum puso de
manifiesto la importancia de las variaciones estructurales en el genoma y su implicaciéon
en las rutas biosintéticas asociadas al metabolismo secundario (Massonnet et al., 2018).

En relacion a este estudio, otro andlisis de meta-transcriptomica permiti6 identificar el
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papel potencial de los factores de virulencia de P. minimum en relacion a la planta de vid

(Morales-Cruz et al., 2018).

El uso de la metabolémica en V. vinifera de la variedad chardonnnay tras la inoculacién
de P. minimum y en plantas sometidas a estrés hidrico, evidenci6 la presencia de hasta
28 metabolitos en el flujo de savia. Los resultados muestran que la falta de agua en la
planta favorecio la aparicion de un mayor nimero de metabolitos y el incremento de

estos compuestos parecid estar modulado por la acciéon de los hongos (Lima et al., 2017).

La microbidémica es otro campo de estudio en el que el género Phaeoacremonium fue
identificado sobre heridas de poda en vifiedos del norte de Espafia (Galicia) y junto con
el resto de patdgenos causantes de las EMV tuvo una incidencia mayor en la época de
poda tardia (febrero) (Martinez-Diz et al., 2020b). También en otro estudio sobre la
distribucién metataxonomica de los microorganismos en el suelo rizosférico, raices y
base del patrén, este género aparece en tejidos interiores de raices de plantas
asintomaticas como posibles fuentes de in6culos de futuras enfermedades (Martinez-Diz
et al., 2019). La identificacion a nivel de especie requeriria el uso de shotgun metagenomic
pero su coste, la sobreabundancia de ADN en muestras de vid y el gran ntimero de
lecturas, lo convierten a dia de hoy en un método muy costoso en poblaciones naturales

en vifiedos (Zarraonaindia et al., 2015; Belda et al., 2017).

2.3.3.- Control de Phaeoacremonium minimum

En relacién a la planta de vid, recientes estudios para el control de este patdgeno
demuestran que el uso de compuestos de base ctprica son efectivos para la reduccion
de la presencia de P. minimum en portainjertos y variedades de vid (Battiston et al., 2021).
El agua acida electrolizada es otro procedimiento que fue capaz de controlar en
condiciones in vitro el crecimiento del micelio y de la germinacion de conidias de este
hongo, disminuyendo también el nivel de infeccion tras tres afnos de experimento en
vivero (Di Marco et al., 2019). El uso de tratamientos de agua caliente (HWT) permitié

reducir la presencia de P. minimum de forma significativa (Gramaje et al., 2010a). Este
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tratamiento se ha demostrado inocuo para la planta de vid, sin afectar a la composicién
del mosto, el rendimiento de la cosecha ni de la viabilidad de las plantas (Gramaje et al.,

2014).

La combinaciéon de flusilazol y carbendazima mostré control en el desarrollo de este
patdgeno (Serra et al., 2011). También esta combinacidn se mostro efectiva tras aplicarse
antes del almacenamiento en conservacion de frio durante el proceso viveristico
(Gramaje et al., 2009b). Sin embargo, el uso de agentes quimicos como la carbendazima
han demostrado que Phaeoacremonium minimum tiene la capacidad de desarrollar
resistencias a esta familia de los benzimidazoles (Martin y Martin, 2013). También se ha
utilizado como método alternativo la endoterapia vegetal, que consiste en la inyeccién
por el xilema de una sustancia fitosanitaria, en este caso glutaraldehido, un compuesto
organico que fue capaz de reducir a mas del 75% el reaislamiento de este patogeno (Del

Frari et al., 2018).

El control bioldgico es también otra alternativa que puede ser utilizada y que esta siendo
promovida por la Unién Europea (Comision Europea, 2019). Un ejemplo es el aislado
Epicoccum layense E24 que fue capaz de controlar de forma eficiente in vitro a P. minimum
y de reducir la incidencia de éste y otros patdgenos de las EMV en el sistema radicular
de la vid (Del Frari et al., 2019). También el uso de las actinobacterias Streptomyces sp.
VV/R1 y Streptomyces sp. VV/R4 redujeron su crecimiento in vitro y en condiciones de
campo redujeron su concentracién en la parte radicular en planta joven (Alvarez-Pérez
etal., 2017). La combinacion de varios agentes de biocontrol pueden disminuir la
presencia de varios patogenos entre ellos P. minimum en su sistema radicular (Martinez-
Diz et al., 2020a). Sin embargo, el uso de agentes de biocontrol no lo ha terminado de
controlar de forma efectiva en todas las condiciones de cultivo en vifiedo (Berlanas et al.,
2018). Y finalmente, el uso de Trichoderma atroviride SC1 se mostré efectivo en el sistema
radicular para controlar P. minimum en vivero (Pertot et al., 2016). Todos estos ensayos
con agentes de biocontrol han sido descritos en el sistema radicular pero sus efectos

frente a P. minimum en la parte aérea no se han evaluado hasta la fecha.

Finalmente, los métodos descritos previamente deben formar parte de una estrategia

integrada desde el vivero, en la que se combinen en primer lugar los métodos quimicos,
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fisicos y bioldgicos, ya que la eficiencia en la reduccién de la incidencia de los patogenos
que causan enfermedades de vid es significativamente mayor (Gramaje et al., 2016), y en
segundo lugar los métodos culturales y de manejo como es el tipo de poda, ambos de
gran importancia para reducir los indculos de patoégenos de vid (Travadon et al., 2016;

Henderson et al., 2021).

El control de este patégeno en otros cultivos como en kiwi, Actinidia deliciosa (A.Chev.)
C.F. Liang & A.R. Ferguson, ha mostrado como método mas eficaz la aplicacion en suelo
de la cepa comercial de T. afroharizianum T22 que es capaz de reducir significativamente
la necrosis de las plantas y favorecer un mayor crecimiento del sistema radicular (Roberti

et al., 2017).

Debido a su identificacion clinica como agente de enfermedades patogénicas en
humanos (Gramaje et al., 2015), se han descrito antifingicos como el voriconazol, el
posaconazol o la anfotericina B con accion frente a aislados de P. minimum y de otras

especies de este género (Espinel-Ingroff et al., 2001; Badali et al., 2015).

2.4. CONTROL DE ENFERMEDADES DE LA MADERA DE LA VID Y
AGENTES DE CONTROL BIOLOGICO, ULTIMOS AVANCES.

Desde los afios 90 hasta la actualidad, los investigadores de todo el mundo han evaluado
una gran cantidad de materias activas y agentes de control biologico con el fin de
controlar las EMV (Mondello et al., 2018). En lo que respecta a Espafia, a julio de 2021,
los productos autorizados para aplicar en el cultivo de la vid dentro del Registro de

Productos Fitosanitarios son los siguientes:
- Para el control de la yesca:
o Trichoderma atroviride (Cepa SC1).
o Trichoderma atroviride (cepa 1-1237).
- Para el control de la eutipiosis:

o Trichoderma atroviride (Cepa 1-1237).
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- Para el control de enfermedades fungicas de la madera:
o Trichoderma asperellum (cepa ICC012) + Trichoderma gamsii (Cepa ICC080).
- Para el control de Black Dead Arm (BDA):
o Trichoderma atroviride (Cepa 1-1237).
- Heridas de poda:
o Piraclostrobin 0,5% + Boscalida 1%.
- Prevenir desecacién de plantas:
o Dimenteno 96%.

Asi mismo, se expone un listado de los productos biolégicos que contienen Trichoderma
junto con sus caracteristicas (nombre comercial, composicion, concentracion de
inoculacion en unidades formadoras de colonias (CFU)/mL y modo de aplicacién) y que

son empleados para el control de las EMV:

Tabla 2. 3: Listado de Trichoderma spp. ensayados frente a EMV:

Modo de

Nombre comercial Composicion Concentracion . e, Referencia
aplicacion
BIOTRICHO T. harzianum 48 x 10* CFU/mL con Liquido (Kotze et al., 2011)
sucrosa al 0.2%
Hoja de
T. asperellum . especificaciones
BLINDAR® icc12+ 3;‘;;’;55%%&" Liquido técnicas.:
T. gamsii icc80 https://isagro.es/blinda
1/
.. , . Halleen et al., 2010;
ECO77®, T77 T. atroviride 106 CFU/mL Liquido ( Kotze et al., 2011)
Hoja de
especificaciones
1-1237 ESQUIVE® técnicas.:
TRICHODERMA T. atroviride 107CFU/mL Pasta semisolida https://agrauxine.com/
ATROVIRIDE es/produit/esquive-
wp/
Hoja de
especificaciones
1-1237 ESQUIVE® técnicas.:
TRICHODERMA T. atroviride 2,66 x 106 CFU/mL Liquido https://agrauxine.com/
ATROVIRIDE es/produit/esquive-
wp/
TRICHODERMA (Mutawila et al.
ATROVIRIDE, T. atroviride 108 CFU/mL Liquido 2016a) ’
ISOLATE UST1
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Tabla 2. 3: Listado de nombres comerciales de Trichoderma frente a enfermedades de madera de la vid

(continuacion):
Nombre comercial Composicion Concentracion M(‘)do ﬂe Referencia
aplicacion
TRICHODERMA
L. . L.
ATROVIRIDE SC1 T. atroviride 4x107 CFU/mL Liquido (Pertot et al., 2016)
TRICHODERMA
. 5 L.
HARZIANUM AG1 T. harzianum 10° CFU/mL Liquido (John et al., 2005, 2008)
TRICHODERMA T41,T77,T90,T29 L. (Fourie y Halleen,
6
+GLIOCLADIUM 5y T169 10°CFU/ml Liquido 2004)
T. T
LONGIBRACHIAT I ibra .hi ; 1,8x10¢ CFU/mL Liquido (Di Marco et al., 2004)
UM STRAIN 6 ongioraciatum
TRICHODEX ®
T. HARZIANUM T. harzianum 4X10¢ CFU/mL Liquido (Di Marco et al., 2004)
T39
. ;. (Fourie y Halleen,
TRICHOFLOW-T™ T. harzianum 2x 108 CFU/mL Liquido 2004)
.. , . (Kotze et al., 2011;
= 6
USPP-T1 T. atroviride 106 CFU/mL Liquido Mutawila et al., 2011a)
.. , . (Kotze et al., 2011;
- 6
USPP-T2 T. atroviride 106 CFU/mL Liquido Mutawila et al., 2011a)
ST 2, 0D (Mutawila et al
DE DOS CEPAS DE T. atroviride 106 CFU/mL Liquido 2011a v
TRICHODERMA )
Hoja de
VINTEC espec/lﬁc.aaones
.. ;. tecnicas:
TRICHODERMA T. atroviride 2x107 CFU/mL Liquido https://belchim.es/pr
ATROVIRIDE SC1 PEDECIM.ESPLO
ductos/vintec/
Seis cepas de T.
VINEVAX™ hazianum y una 5x10° CFU/mL Liquido (Kotze et al., 2011)
de T. atroviride
Hoja de
T. atroviride. espetzlcfrlli:;c.)nes
VINEVAX™ Contiene 5 5x106¢ CFU/mL Liquido . ) .
http://agrimm.co.nz/vi
cepas. A
nevax- prumng—
wound-dressing/
Hoja de
T atroviride. especllfu?aaones
R . . tecnicas:
VINEVAX™ Contiene 5 5x107 CFU/mL Pasta semisolida . .
— http://agrimm.co.nz/vi

nevax-pruning-
wound-dressing/

Elaboracion propia: Trichoderma como sustancias activas de productos bioldgicos hasta julio de 2021.

Finalmente, se exponen los agentes de biocontrol del género Trichoderma que se

encuentran autorizados en el Registro de Productos Fitosanitarios a julio de 2021:

- Trichoderma asperellum (cepa ICC012).

- Trichoderma asperellum (cepa T25).
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Trichoderma asperellum (cepa T34).
- Trichoderma asperellum (cepa TV-1).
- Trichoderma atroviride (cepa T11).

- Trichoderma atroviride cepa SC1.

- Trichoderma atroviride (cepa 1-1237).
- Trichoderma gamsii (cepa ICC080).

- Trichoderma harzianum Rifai (Cepa T-22).

2.5. CONTROL BIOLOGICO

La alternativa que mejor se adapta a las futuras normativas europeas de produccién
sostenible, ecologica y que respeta la salud del consumidor y del productor es el control
bioldgico (Comision Europea, 2019, 2020a, 2020b). Se puede definir como control
bioldgico a la explotacion de agentes vivos para combatir organismos perjudiciales
(patdgenos, plagas o malas hierbas) con diversos propdsitos y asi causar beneficios al ser
humano (Stenberg etal., 2021). Adicionalmente, el empleo de estos organismos
bioldgicos como biopesticidas y como bioestimulantes proyecta para el horizonte 2022-

2025 un gran beneficio econdmico (Sessitsch et al., 2018).

Para la aplicacién de estos agentes de control biologico (ACB), se debe tener en
consideracion el concepto One health (una tnica salud). Este concepto engloba la salud
humana, la salud animal y la salud de los ecosistemas (sanidad vegetal, biodiversidad,
presencia de pesticidas etc..), los cuales coexisten y estan interrelacionados. Cualquier
desequilibrio o cambio en alguno de estos pilares afectard negativamente al resto

(American Veterinary Medical Association, 2008).

En el caso de los ecosistemas, actualmente hay un importante reto como es la influencia
del cambio climatico, motivado por un aumento de las temperaturas y eventos climaticos
extremos (Masson-Delmonte et al., 2021). Los efectos en la viticultura se haran notar
debido a que un aumento en la temperatura adelantara la fenologia del cultivo, los

periodos mas calidos de lo habitual durante el verano afectaran a la composicion de los
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racimos, el incremento del estrés hidrico afectara a los rendimientos y los eventos
climaticos extremos seran mas frecuentes (olas de calor, heladas, inundaciones)
etc...(van Leeuwen y Darriet, 2016). Por tanto, la viticultura debe adaptarse a este
cambio mediante el uso de herramientas moleculares (Gomes et al., 2021), evaluando los
posibles impactos (Fraga et al., 2012), prediciendo los distintos escenarios que pueden
suceder (Santillan et al., 2019) y escogiendo las mejores zonas para el cultivo (Malheiro
et al., 2010). Un ejemplo de ello es la optimizacion del manejo agronémico y enoldgico
de las variedades de vid en la DO Le6n conforme a las variables bioclimaticas y de suelo,
como demuestra una reciente investigacion en la que se establecen las mejores zonas
para el cultivo de las diferentes variedades autorizadas por la Denominacion de Origen
(del Rio et al., 2021). Otro ejemplo es la proyeccion de las zonas en Europa que son mas
adecuadas para el cultivo de la vid y los efectos en las zonas actuales de produccion

segun varios indices bioclimaticos (Cardell et al., 2019).

Por tanto, la adecuacion a las condiciones agrondmicas y climaticas son de una
importancia capital para que un ACB tenga éxito en su actividad. La hipétesis inicial de
esta tesis parte de la presencia de ACB en las propias plantas que se han adaptado a las
condiciones de manejo, agrondmicas, de suelo y de clima (Lyu et al., 2021). El proceso
consiste en el aislamiento de estas especies que naturalmente se han adaptado (Laine,
2006), seleccionarlas por su accion frente a los patdgenos diana (Vasseur-Coronado et al.,
2021) y volver a inocularlas nuevamente en los nichos ecologicos donde es necesario
defender a la planta, siendo este mecanismo uno de los principales creadores de

diversidad bioldgica en el planeta tierra (Rausher, 2001).

Un ejemplo de la coevolucion y adaptacion con éxito es el caso de la filoxera, en la que
las plantas americanas de Vitis spp. adquirieron mecanismos de resistencia al ataque de
hojas y raices por parte de este insecto (Whaspere y Helm, 1987). Otro ejemplo en la vid
es la adquisicion de resistencia al mildiu mediante el cruce de variedades resistentes
(Bove et al., 2019). Tradicionalmente se ha utilizado a los hibridos, cruzamientos entre
especies del género Vitis, que de forma natural habian adquirido un mayor o menor
grado de resistencia frente a oidio, mildiu y podredumbre gris con el objetivo de conferir

resistencias frente a estas enfermedades (Alleweldt, 1980). La presente tesis aboga por el
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uso de microorganismos como elemento principal de la defensa de la planta frente al
patégeno P. minimum. En este caso, uno de los mads estudiados frente a las
EMV (Mondello et al., 2018) y que mayores éxitos de comercializacion ha tenido

(Woo et al., 2014) es Trichoderma.

2.6. Trichoderma spp.

2.6.1.- Descripcion, sistematica y morfologia.

Los hongos del género Trichoderma
Dominio: Fungi
Pers. 1794  (syn.  Hypocrea,

Phylum: Ascomycota

Hypocreales) (Fig 2.10) son hongos

Clase:Sordariomycetes

micotréficos, fitosaprotroficos y
Orden: Hypocreales

ubicuos (Cai y Druzhinina, 2021).

Familia: Hypocreaceae

) . Este género de hongos fue descrito
Género:Trichoderma

por primera vez por el micologo

Figura 2. 10: Clasificacion taxondémica del género Christiaan Hendrik Persoon a

Trichod in EPPO.
richoderma segun finales del siglo XVIII (Persoon,

1794). La mayoria de las investigaciones desde su descubrimiento fueron basadas en su
teleomorfo (Hypocrea) como se ejemplifica en la revision hecha por Jaklitsch y Voglmayr,
2013. Sin embargo, esta nomenclatura ya se encuentra en desuso tras el movimiento
micoldgico “Un hongo-Un nombre”/“One fungus-One name” (Taylor, 2011). Conforme al
acuerdo del congreso internacional de botadnica de julio de 2011, se acuerda ,segtn el
Codigo Botanico de Nomenclatura (ICBN, articulo 59) (Mcneill et al., 2006), considerar
Trichoderma como nombre del género y priorizarlo frente a Hypocrea, que se lo considera
como una sinonimia del mismo (Bissett et al., 2015). Anterior al 1 de enero de 2013
cuando entra en vigor este acuerdo, los aislados con estado sexual (teleomorfico) se
denominaban Hypocrea mientras que el estado asexual (anamorfico o mitospdrico) era
asignado al género Trichoderma (Druzhinina et al., 2011). A mediados del siglo XX, sélo
unas pocas especies son descritas como pertenecientes a este género (Rifai, 1969). Sin

embargo, en las ultimas décadas, el gran numero de identificaciones convierten a
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Trichoderma en un género de gran riqueza en especies (Kubicek et al., 2008; Bissett et al.,
2015; Jaklitsch y Voglmayr, 2015). Debido a la gran complejidad que implica la
identificacion de las especies de este género como es el caso de T. harzianum (Druzhinina
et al., 2010) entre otros, se ha propuesto un protocolo de identificacion molecular basado
en el analisis de secuencias de las regiones ITS ( “Internal Transcribed Spacers”), el gen que
codifica para el factor de elongacion de la transcripcion 1a (tefla) y el gen de la segunda
subunidad mayor de la RNA polimerasa II (RPB2) (Cai y Druzhinina, 2021). Este
protocolo para la identificacién molecular de las especies de Trichoderma se puede

encontrar en https://trichoderma.info/2021/04/26/molecular-identification-protocol-for-

trichoderma/, perteneciente a la Comisiéon Internacional en taxonomia de Trichoderma
(ICTT). Este sistema de identificacién online multilocus fue verificado por Dou et al.,
2020. Por lo que, tras un exhaustivo andlisis de las bases de datos actuales, se han descrito
correctamente a julio de 2020 hasta 375 especies pertenecientes a este género (Cai y
Druzhinina, 2021). La investigacion mas reciente basada en estudios genomicos clasifica
a las principales especies de este género en tres grandes linajes evolutivos, Seccién

Longibrachiatum, Seccion Trichoderma y el Clado Harzianum/Virens (Kubicek et al., 2019).

Morfoldgicamente, los conididforos son muy ramificados (Fig 2.11-A), con unas
hifas principales que producen laterales emparejadas o no segun la especie (Barnett
y Hunter, 1998). Todas las hifas surgen con angulo de 90° respecto al eje principal,
presentando el tipico aspecto piramidal con hifas emparejadas (Fig. 2.11 B) (Samuels
1996). Las conidias tienen forma elipsoidal con una pared lisa y con un solo nucleo,
con un tamano entre 3-5 x 2-4 micrometros con una relacion longitud-anchura mayor a

1,3 (Samuels, 1996).

La mayoria de las especies de Trichoderma son capaces de colonizar sustratos muy
diversos y producir gran cantidad de conidias, generalmente verdes o hialinas (Fig 2.11-
C) (Kirk etal, 2001). Trichoderma tiene un rdpido crecimiento entre 25 y 30°C,
reduciéndolo a partir de 35°C. Cuando crece en medio patata-dextrosa-agar (PDA)

presenta tonalidades blancas que, tras 3 o 10 dias, segtin especies, tornan a un amarillo

o verde por la formacion de los conidios (Samuels, 1996).

56


https://trichoderma.info/2021/04/26/molecular-identification-protocol-for-trichoderma/
https://trichoderma.info/2021/04/26/molecular-identification-protocol-for-trichoderma/

CAPITULO 2

En condiciones adversas, Trichoderma es capaz de producir clamidosporas con gran

importancia en la supervivencia del hongo (Papavizas, 1985).

Figura 2. 11: -A. Imagen de Trichoderma sp. en microscopia electronica de barrido. -B. Imagen de
Trichoderma sp. en microscopia confocal. -C. Colonia de Trichoderma sp. esporulada en placa de PDA
tras 7 dias.

2.6.2.- Nicho ecoldgico.

Los hongos del género Trichoderma se encuentran entre los mas comtinmente aislados
como hongos saprofitos (Brotman et al., 2010). Generalmente, se encuentran en el suelo
o creciendo sobre madera, corteza o un gran numero de sustratos (Jaklitsch, 2009, 2011).
Estas caracteristicas lo convierten en un hongo oportunista y con gran potencial de

colonizacién de distintos ambientes ecoldgicos (Druzhinina et al., 2011).

Estos hongos estan descritos, a priori, como descomponedores de materia organica pero
un analisis de los genomas de Trichoderma reseei, T. atroviride y T. virens demuestra que
el micoparasitismo es el estilo de vida ancestral de Trichoderma pasando posteriormente
a la colonizacion de la rizosfera (Kubicek et al., 2011). Un estudio posterior sobre las 12
especies mdas comunes de este género ofrece los datos de los principales genes
adquiridos, asi como los genes que estan presentes en todas las especies (Trichoderma core
genome) y su evolucion en el tiempo desde el micoparasitismo hasta llegar a ser un hongo

mas generalista (Kubicek et al., 2019).

Trichoderma es capaz de colonizar las raices y penetrar dentro de los espacios celulares
de la planta sin alcanzar los vasos de ésta (Samolski et al., 2012; Ruano-Rosa et al., 2016).

Incluso, se ha descrito como colonizador del nicho de la raiz como endoéfito sin causar
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dafios aparentes (Bae et al., 2009). El hongo se beneficia de los exudados de la planta
(Woo y Lorito, 2007) y en ciertas condiciones de estrés la planta puede atraer a
Trichoderma por medio de exudados (Marra et al., 2018). También se ha descrito que la
produccion de acido salicilico protege de la entrada de este hongo (Alonso-Ramirez

et al., 2014).

En el campo de la agricultura es importante el estudio sobre la tolerancia a las materias
activas de pesticidas ya que pueden afectar a la actividad de biocontrol de las distintas
especies de Trichoderma en los agroecosistemas (Wu et al., 2018; Ladi et al., 2020). Un
ejemplo de ello es la caracterizacion de aislados de Trichoderma con capacidad de
resistencia frente al antimicético benzimidazol-2-yl-carbamato (MBC) (Goldman et al.,
1993). Esto ha llevado a la obtencion de aislados de Trichoderma resistentes a los
benzimidazoles, que son fungicidas de gran importancia en agricultura, con el fin de ser
utilizados en un manejo de control integrado en vifiedo (Mutawila et al., 2015a). Otro
ejemplo es su capacidad para actuar como potenciales agentes descontaminantes,
destacando la cepa autdctona Trichoderma hamatum FBL587 que junto a Rhizopus arrhizus
FBL578 son capaces de degradar el DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano) en suelos
agricolas contaminados (Russo etal., 2019). Incluso se ha descrito al aislado de T.
harzianum (T103), que es capaz de biocontrolar los principales patégenos de raices
(Sclerotium rolfsii Sacc., Fusarium oxysporum Schltdl. y Macrophoma phaseolina (Tassi)
Goidanich) bajo condiciones de estrés, no solo causadas por la presencia de residuos de
pesticidas, sino también por contaminacion de metales pesados en el suelo (Mishra et al.,

2016).

2.6.3.- Actividad de biocontrol de Trichoderma spp.

Los mecanismos de accion que Trichoderma puede ser capaz de desplegar en el
agroecosistema pueden ser clasificados segun los elementos que estén implicados:
interaccion Trichoderma-patoégeno, interaccion Trichoderma-Planta, interaccion triple
(Trichoderma-planta-patdgeno) (Vinale et al., 2008). Conocer este tipo de relaciones es de

vital importancia para entender como Trichoderma interactiia con estos factores y asi
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implementar estrategias basadas en este agente de biocontrol que mejoren los

rendimientos del cultivo y su proteccion (Alfiky y Weisskopf, 2021).

2.6.3.1 Interaccion Trichoderma-patogeno

Trichoderma es un oportunista secundario de rapido crecimiento, capaz de producir un
gran numero de enzimas degradadoras de la pared celular (CWDEs) y sustancias
antibioticas (Vinale etal.,, 2008). Sus principales mecanismos de biocontrol en la
confrontacion directa frente a patdgenos son el micoparasitismo (Harman y Kubicek,
1998) y la antibiosis (Sivasithamparam y Ghisalberti, 1998). Ademas, numerosos aislados
de este género, son capaces de competir en la rizosfera debido a la capacidad de degradar
gran cantidad de compuestos excretados por las raices (Harman et al., 2004). Por lo tanto,
se describen a continuacion los tres principales mecanismos de accion frente a los
patdgenos: micoparastismo y enzimas liticas, antibiosis y metabolitos secundarios y

competicion frente a patogenos y resto de la comunidad microbiana.

Micoparasitismo y enzimas liticas

En el micoparasitismo un hongo parasito se beneficia de su huésped con el fin de obtener
los nutrientes necesarios para su desarrollo. Cuando este mecanismo se da sobre células
vivas causando un dafio pequeno o no aparente se denomina balanceado o biotrdfico.
Por el contrario, algunos parasitos pueden causar dafios severos hasta matar las células

y se denominan destructivos o necrotrdficos (Barnett, 1963).

En el caso de Trichoderma, este proceso es un complejo de eventos sucesivos que consisten
en el reconocimiento del hospedador, ataque, penetracion y muerte. Durante este
proceso, Trichoderma secreta enzimas degradadoras de la pared celular (CDWEs) que
hidrolizan la pared celular del patégeno (Woo et al., 2006). Inicialmente, Trichoderma
localiza al patégeno por quimiotropismo (Lu et al., 2004). Esta deteccion a distancia se
debe a la produccion de forma constitutiva de CWDESs, como por ejemplo exoquitinasas

(Woo etal., 2004), asi como la implicacion de genes que codifican para los
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transportadores ABC, como por ejemplo el gen Tabbc2 cuya expresion se reguld
positivamente en presencia de metabolitos, incluidas micotoxinas, producidas por
patdgenos (Ruocco et al., 2009). Una vez que Trichoderma establece contacto con el
huésped, las hifas se adhieren o se enroscan alrededor de las de su presa pudiendo
formar estructuras tipo apresorio (Murmanis et al., 1988; Harman et al., 2004), y ,en ese
momento, se producen CWDEs y sustancias antibidticas que causarian poros en la pared
celular del patoégeno (Schirmbock et al.,, 1994; Mukherjee et al., 2011). Las principales
CWDEs son las quitinasas, glucanasas y proteasas. Dentro de ellas, las quitinasas
destacan como las mejor estudiadas en el caso de Trichoderma, ya que estan implicadas
en el mantenimiento de la propia pared fungica y en la degradacién de la pared celular
de otras especies fungicas (Gruber y Seidl-Seiboth, 2012). Un ejemplo es el gen CHIT 42
que codifica la endoquitinasa ech42, cuya disrupcién provoca una disminucién en la
actividad de biocontrol por parte de Trichoderma harzianum P1 (Woo etal., 1999).
También se han purificado y caracterizado un gran nimero de glucanasas como las
correspondientes al grupo de las 3-1,4-glucanasas o celulasas, 3 -1,3-glucanasas y 3 -1,6-
glucanasas (Lorito et al., 1993, 1994). Uno de los genes que estan implicados en la sintesis
de estas glucanasas es el nagl (Zeilinger et al., 2003). En el caso de las proteasas, PRB1

fue la primera descrita en T. harzianum (Geremia et al., 1993).

Finalmente, Trichoderma digiere el contenido celular del huésped hasta la desintegraciéon

de las hifas (Rousseau et al., 1996).

Metabolitos secundarios y antibiosis

Trichoderma es capaz de producir un gran nimero de metabolitos secundarios con
efectos beneficiosos sobre las plantas (Vinale y Sivasithamparam, 2020) y con actividad

de biocontrol frente a patdgenos (Keswani et al., 2019).

Se define como metabolito secundario a compuestos de bajo peso molecular que no son
utilizados para el desarrollo ni crecimiento del hongo y le permiten una ventaja
adaptativa (Gutiérrez, 2017). Para su caracterizaciéon en los hongos filamentosos a los

que pertenece Trichoderma, se los puede clasificar en base a cuatro clases de compuestos
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precursores: péptidos no ribosomales, poliquétidos, terpenos y derivados de
dimetilaliltriptofano (DMATs) (Hoffmeister y Keller, 2007). Dentro de estos metabolitos
secundarios, hay algunos que tiene actividad antibiotica y ,en el caso de Trichoderma,
destacan los peptaiboles de la familia de los péptidos no ribosomales, los poliquétidos y

los terpenos (Cardoza et al., 2005).

Los péptidos no ribosomales se caracterizan porque su sintesis es llevada a cabo por
enzimas péptido sintetasas no ribosomales (NRPS) y dentro de estos compuestos que
Trichoderma es capaz de producir, destacan los peptaiboles. Estos, son capaces de mediar
en la interaccion con la planta y tener actividad antifangica (Gutiérrez, 2017). También
se ha demostrado que los peptaiboles actian de manera conjunta a los CWDEs,

inhibiendo el crecimiento de los hongos patdgenos (Hermosa et al., 2014).

Los poliquétidos son otro complejo grupo con diversas funciones bioldgicas, destacando
aquellos con actividad antibidtica. En la sintesis de estos compuestos participan una o
mas poliquétido-sintasas (PKs). Dos de los principales compuestos poliquetidicos
descritos en Trichoderma son las aspinolidas (Asp) y las pironas (Gutiérrez, 2017). En el
caso de las aspinolidas se han descrito hasta 6 tipos, y se ha demostrado que una de ellas,
la AspC, tiene actividad antifingica y fitotoxica (Malmierca et al., 2015). En lo que
respecta a las pironas, la 6-pentil-2H-piran-2-ona (6PP) fue el primer compuesto volatil
aislado de Trichoderma (Clyadon 1987). Este compuesto produce una fuerte inhibicion
frente a hongos y oomicetos como Plasmopara viticola (Lazazzara et al., 2021) pero su
efecto es transitorio y permanece muy poco en el ambiente (Hanson, 2005). También se
ha demostrado que aislados de Trichoderma son capaces de inhibir el crecimiento de

hongos implicados en las EMV mediante el 6PP (Mutawila et al., 2015b).

Los terpenos son un gran grupo de metabolitos secundarios que destacan por su
aplicacion farmacologica (Gutiérrez, 2017). En el caso de Trichoderma se han descrito
varios grupos de terpenos con actividad antifingica como las ergokoninas (Vicente
et al., 2001) y las viridinas (Howell et al., 1993). En la sintesis de estos compuestos se
utilizan como precursores compuestos intermediarios de la sintesis de importantes
moléculas estructurales como seria el caso del ergosterol, compuesto muy importante

para el mantenimiento de la integridad estructural de la membrana plasmatica fungica

61



Introduccion

(Cardoza et al., 2006). Dentro de estos compuestos, se encuentra también un grupo de
sesquiterpenos denominados trichotecenos con propiedades toxicas para plantas y
animales (Proctor et al., 2020). En la actualidad se ha descrito la produccion de estos
compuestos en un namero reducido de especies de Trichoderma, como es el caso por
ejemplo de T. arundinaceum y T. brevicompactum (Nielsen et al., 2005; Malmierca et al.,

2016).

En el caso de los derivados de dimetilaliltriptofano (DMATs) principalmente son
alcaloides producidos por la contaminacion de las plantas herbaceas por Claviceps
purpurea aunque también destacan los derivados del acido lisérgico con actividad de
biocontrol (Gutiérrez, 2017). Hasta la fecha, no se han descrito metabolitos de esta familia

quimica producidos por Trichoderma.

Competicion frente a patégenos y resto de la comunidad microbiana

La competicion por el carbono, el nitrégeno u otros factores de crecimiento junto con la
competencia por el espacio o sitios especificos de infeccion pueden ser utilizados por los
BCA frente a los patdgenos (Vinale et al., 2008). Tradicionalmente ha sido complicado
demostrar hasta qué punto Trichoderma es capaz de ejercer su accién por la capacidad de

competicion o por micoparasitismo y antibiosis (Harman, 2006).

Aun asi, Trichoderma ha sido descrito como un hongo capaz de movilizar nutrientes de
forma mucho mas eficaz que sus competidores (Benitez et al., 2004). La movilizacion de
hierro por parte de T. asperellum puede ayudar a combatir enfermedades en tomate
(Segarra et al., 2010), y recientemente se ha demostrado que aislados de Trichoderma son
capaces de competir por los nutrientes frente a los principales patégenos de las EMV,

mostrando reducciones significativas en su crecimiento (Wallis, 2021).

En los tltimos afios, esta interaccion ha tomado una gran relevancia debido a las técnicas
del andlisis de la microbiota del suelo y que permite, en el caso del vifiedo, hacer una
aproximacion mas exacta del concepto ferroir en los vifiedos (Belda et al., 2017). Los

andlisis de la comunidad microbiana (Zarraonaindia etal.,, 2015) podrian permitir
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evaluar como influencia la presencia de Trichoderma al resto de microorganismos. Un
ejemplo de ello es la influencia de T. atroviride SC1 en suelos agricolas sobre la

comunidad microbiana (Chammem et al., 2021).

2.6.3.2 Interaccion Trichoderma-planta.

Algunas especies de Trichoderma son capaces de colonizar la superficie de las raices
produciendo cambios significativos en su metabolismo (Harman et al., 2004) y estas

relaciones se pueden clasificar en:

Colonizacion de la planta

Existe una amplia bibliografia sobre la colonizacion en las raices por parte de Trichoderma
y el efecto positivo que produce sobre la planta: activacion de genes en la respuesta
defensiva de la planta, promocién del crecimiento, disponibilidad de nutrientes (Yedidia
et al., 2003; Hanson y Howell, 2004; Harman et al., 2004).En el caso de la vid, aislados de
Trichoderma han provocado un mayor namero de raices secundarias y mayor peso de su
sistema radicular al ser aplicados frente al control de Phaeomoniella chamydospora y
Phaeoacremonium minimum (Di Marco y Osti, 2007). Recientemente, se ha demostrado que
aislados de Trichoderma han sido capaces de colonizar con éxito el sistema radicular de
la planta y generar una activacion en los genes de defensa de la planta (Stempien et al.,

2020).

Sin embargo, Trichoderma también es capaz de colonizar heridas de poda de cultivos
lefiosos (Schubert et al., 2008), especialmente se ha demostrado su éxito sobre la planta
de vid (John et al., 2004, 2005, 2008; Mutawila et al., 2011b). Se ha podido optimizar la
mejor época de aplicacion de Trichoderma para la proteccion frente heridas de poda que
puedan ser la entrada de hongos causantes de las EMV (Mutawila et al., 2016a). Se ha
descrito un comportamiento diferente conforme al tipo de cultivar al que se quiera

aplicar (Mutawila et al., 2011a). No obstante, su efecto sobre la planta y los mecanismos
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que despliega Trichoderma para el control de los patégenos atin no se han descrito en

heridas de poda.

Promocion del crecimiento de la planta

Trichoderma es capaz de incrementar la productividad de los cultivos mediante la
promocion del crecimiento de la planta y el desarrollo de raices laterales (Harman et al.,
2004; Harman, 2006). Aunque no todas las especies de Trichoderma son capaces de
estimular el desarrollo de las plantas (Hermosa et al., 2012). En el caso de la vid, especies
de Trichoderma no tuvieron efecto sobre la biomasa radicular (Berlanas et al., 2018) e
incluso llegaron a reducir significativamente su peso con respecto al control (van

Jaarsveld et al., 2021).

Ensayos en campo demuestran que cepas de Trichoderma (Ej. T. harzianum T22 y T.
atroviride P1) incrementan el rendimiento de tomate, lechuga y pimiento en condiciones
de campo (Vinale etal., 2004). Un compuesto sideroforo, quelante de hierro,
denominado &cido harzidnico producido por T. harzianum M10 (Vinale et al., 2009) es
capaz de promover el crecimiento de las plantas pero también incrementar la
germinacion de semillas, asi como tener actividad antifungica (Sivasithamparam et al.,
2013; Vinale et al., 2014). Algunas especies de Trichoderma, como T. atroviride y T. virens
han demostrado capacidad de produccion de acido indol-acético (IAA) provocando la
regulacion de esta hormona en la rizosfera de la planta, pudiendo tener efectos
beneficiosos o negativos en el crecimiento segtin la concentracion en la que se encuentre
(Contreras-Cornejo et al.,, 2009). Trichoderma también produce acidos organicos que
disminuyen el pH del suelo y permiten la solubilizacion de fosfatos, micronutrientes y
en especial hierro, manganeso y magnesio, lo que favorece el metabolismo de la planta

(Benitez et al., 2004).
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Induccidn de la respuesta defensiva de la planta

Trichoderma es un importante colonizador de la raiz que juega un rol clave en el
comportamiento de la planta con el ambiente ya que, ademas de los mecanismos
anteriormente descritos, puede inducir respuestas inmunes mas rdpidas y fuertes

mediante el mecanismo conocido como priming (Moran-Diez et al., 2021).

En el caso de Trichoderma, esta proteccion sobre la planta se puede identificar mediante
4 formas de proteccion: 1) la proteccion solo dura unas horas, 2) la sefializacion celular
aumenta la respuesta sistémica de la planta y puede durar varios dias y finalmente
termina decayendo, 3) priming de larga duracion y 4) herencia a las generaciones
sucesivas. Las dos ultimas formas de proteccion pueden durar desde dos semanas hasta

las siguientes generaciones (Moran-Diez et al., 2021).

En el cultivo de la vid, el uso de Trichoderma atroviride STE-U 6514 con demostrada
capacidad para la proteccion de heridas de poda (Kotze et al., 2011), puede, al menos
parcialmente, inducir mecanismos de resistencia en la planta de vid tras 48 horas
(Mutawila et al., 2016b).También se ha descrito una respuesta de induccién de genes de
defensa tras 21 dias de la inoculacion de Trichoderma pero fuertemente dependiente del

tipo de portainjerto y del tipo de aislado (Stempien et al., 2020).

Influencia del suelo y el ambiente en la interaccion Trichoderma-planta

Los factores abidticos pueden ser otro elemento clave para una agricultura sostenible
(Santoyo et al., 2017) y que influyen de forma decisiva en el crecimiento exitoso por parte
de Trichoderma (Kredics et al., 2003). Se han descrito como factores con mayor relevancia
en los microorganismos del suelo, el pH, la calidad y cantidad del carbono organico, el
oxigeno en el suelo y su estado redox, la disponibilidad de humedad del suelo y
nutrientes del suelo (Fierer, 2017). El crecimiento de Trichoderma también puede verse
favorecido por valores de pH mas bajos, cercanos al acido y por debajo de pH 7 (Longa
etal.,, 2008). En relacién a los nutrientes, la aplicacion de abonos nitrogenados en
cobertera durante el ciclo de cultivo del trigo, favorecié el crecimiento del aislado T.

harzianum T34 e influy6 en la composicion de la comunidad microbiana (Illescas et al.,
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2020). Ademas de los nutrientes, el nivel de materia organica o conductividad pueden
tener una influencia importante en la concentracion en suelo de Trichoderma
dependiendo del aislado que se inocule (Mayo-Prieto et al., 2021). Adicionalmente, el
uso de abonos organicos en combinacion con Trichoderma puede potenciar su accion de
biocontrol (Asghar y Kataoka, 2021). En vinedos, el estudio de la microbiémica puede
ayudar a relacionar también los factores abidticos que mas influencia tienen en las
comunidades microbianas del suelo como el pH y la relacion carbono : nitrégeno y en el
caso de las comunidades de las hojas y de las bayas tiene una mayor influencia el carbono
del suelo (Zarraonaindia etal.,, 2015). Asi mismo, no se han descrito los factores
agroecoldgicos que pueden influir en las poblaciones de Trichoderma por lo que su

estudio seria interesante con el fin de poder favorecer sus poblaciones.

2.6.3.3 Interaccion triple (Trichoderma-planta-patégeno)

Esta interaccidn es la menos estudiada en comparacion con las anteriores evaluaciones
dos a dos debido a la complejidad de dicho estudio incluso en condiciones in vitro,
aunque es la que mejor simula las condiciones de interaccion natural (Vinale et al., 2008).

Algunos ejemplos pueden ser encontrados en los que se evaltia esta interaccion.

Mediante el uso de la proteémica, se estudid la interaccidn entre Trichoderma, la planta
de alubia Phaseolus vulgaris L. y el patdgeno Botrytis cinerea. Con este estudio se
identificaron un gran numero de proteinas relacionadas con los procesos de defensa de
la planta, factores de virulencia del patogeno y de induccion de resistencias por parte de
Trichoderma (Marra etal, 2006). También se puede evaluar la produccion de
fitohormonas con este tipo de interacciones. En otro estudio, la produccién de acido
salicilico, 4cido jasmonico, etileno y acido abscisico por parte de la planta de meldn,
Cucumis melo L., fue evaluado en presencia de agentes de biocontrol como Trichoderma 'y
el hongo micorricico arbuscular Rhizoglomus irregulare (Btaszk., Wubet, Renker & Buscot)
Sieverd., G.A. Silva & Oehl (Sieverding et al., 2014) (anteriormente Glomus intraradices
N.C. Schenck & G.S. Sm. ) y del patoégeno F. oxysporum. Aunque se encontraron efectos

sinérgicos en la reduccion de la enfermedad no se observd este mismo efecto en la
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modulacion de la alteracion hormonal por parte del patogeno (Martinez-Medina et al.,
2010). Finalmente, el uso de mutantes de T. atroviride con capacidad para producir la
GFP (Green fluorescent protein), mediante la expresion del gen gfp bajo el control de
promotores de genes codificantes para CWDEs, permitié monitorizar el nivel de la
expresion de estos genes in vivo durante el proceso de colonizacion de Trichoderma en la
planta (pepino, Cucumis sativus L.) y frente a los patdgenos (Rhizoctonia solani J.G. Kiithn

y Pythium ultimum Trow), asi como evaluar su localizacion en la planta (Lu et al., 2004).

El estudio de este tipo de interaccion es la mas interesante ya que puede proporcionar
datos relevantes sobre la realidad en los cultivos. Por lo tanto, realizar un estudio sobre

esta interaccion en la presente tesis sera de mayor aplicabilidad.

Finalmente, cabe resefiar que algunas especies de Trichoderma pueden tener efectos
perjudiciales. T. aggressivum ha sido descrito como agente patdgeno del cultivo de
champifones (Hatvani et al., 2007). También, aislados de la especie T. longibrachiatum
han sido descritos como una especie oportunista capaz de causar enfermedad en
personas inmunodeprimidas (Sandoval-Denis et al., 2014). Asi mismo T. longibrachiatum
fue descrito como uno de los principales hongos filamentosos causantes del Cork-tain en
los corchos de las botellas de vino, por su capacidad de transformar compuestos
precursores de los clorofenoles ( residuos de agroquimicos) mediante la clorofenol-O-
metil-transferasa en los compuestos 2,4,6-tricoloroanisoles responsables de este defecto
en los vinos (Coque etal., 2003). Todas estas caracteristicas positivas y negativas

descritas en la presente memoria son resumidas en la Figura 2.12.
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Figura 2. 12: Ventajas y desventajas del uso de Trichoderma en la agricultura, adaptado de (Kredics
et al.. 2021).

2.6.4.- Uso de Trichoderma en la viticultura.

La Union Europea tiene entre sus politicas principales la reduccion del uso de
agroquimicos en la agricultura (Comision Europea, 2019). La primera estrategia se basa
en el manejo ecoldgico (OM; Organic Management) de los cultivos, la cual concede
prioridad a técnicas que no requieran productos fitosanitarios (Uniéon Europea, 2018). La
otra estrategia es la gestion integrada de plagas (IPM, Integrated Pest Management), que
se define como la evaluacion cuidadosa de todos los métodos de proteccion vegetal
disponible para evitar el desarrollo de poblaciones nocivas con el fin de mantener el uso
de productos fitosanitarios y otras formas de intervenciéon en niveles que estén
econdmica y ecoldgicamente justificados. Este método busca la alteraciéon minima de los
agroecosistemas y promueve los mecanismos naturales del control de plagas (Unién
Europea, 2009). Ambas estrategias de manejo son compatibles con el uso de un agente de
control bioldgico y es un elemento clave para el manejo de ambos sistemas (Baker et al.,

2020). Por tanto, Trichoderma constituye una alternativa de presente y futuro para la
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agricultura mediante el uso de distintos mecanismos de accién frente a las principales

enfermedades de la vid:

- Oidio (E. necator) : Se han obtenido aislamientos de Trichoderma capaces de generar
resistencia inducida frente a este patdgeno en la planta de vid (Sawant et al., 2020). Su
uso en combinacion con aplicaciones de azufre ha permitido controlar esta enfermedad
de forma significativa respecto al uso inicamente del azufre. También se demostré que

Trichoderma era capaz de micoparasitar a E. necator (Sawant et al., 2017).

- Mildiu (P. witicola): La aplicacion de tratamientos alternativos como agentes de
biocontrol y uso de cultivares resistentes tiene un papel secundario (Gessler et al., 2011).
Aunque, se ha demostrado que la cepa T. harzianum T39 es capaz de inducir los genes de
resistencia implicados en la defensa de la planta frente a este patogeno generando una
respuesta de priming sobre la planta (Perazzolli et al., 2011; Banani et al., 2014). Asi como
los compuestos volatiles organicos (VOCs) producidos por los aislados Trichoderma
asperellum T34, T. harzianum T39 y T. atroviride SC1 son capaces de inducir mecanismos

de defensa en la planta de vid frente a este patdgeno (Lazazzara et al., 2021).

- Podredumbre gris (B. cinerea): Durante los tltimos anos la investigacion en el control
de esta enfermedad mediante el uso de agentes biofungicidas basados en
microorganismos se ha incrementado. Esto es debido a la importancia que la sociedad
da a los residuos de los pesticidas en los alimentos y el efecto negativo en el medio
ambiente que causan los productos de sintesis quimica (Fillinger y Elad, 2015). A pesar
de ello, pocos agentes de biocontrol estdn disponibles en el mercado debido a su
irregular eficacia. Aunque recientes estudios demuestran que el uso combinado de
agentes de biocontrol (Trichoderma entre ellos) tienen un alto nivel de eficacia para el
control de B. cinerea. Y con similares resultados en comparacion frente a los fungicidas

tradicionales (Pertot et al., 2017).

En lo que respecta a las EMV, uno de los principales agentes de biocontrol
comercializados mas estudiados es Trichoderma atroviride SC1. Este fue aislado de un
avellano con decaimiento en el norte de Italia (Savazzini et al., 2008) y ha sido aprobado
como sustancia activa de biocontrol desde 2015 (European Food Safety Authority, 2015).

Este aislado es capaz de proteger a la planta durante el proceso de injertado en el vivero
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frente a Phaeoacremonium minimum y Phaeomoniella chlamydospora (Pertot et al., 2016).
También tiene la capacidad de reducir la infeccién por parte de algunos patdgenos
causantes de las EMV tanto en viveros como en vifiedos de nueva plantacion (Berbegal
etal., 2020). El efecto que causa su inclusion en la comunidad microbiana del suelo
durante las dos primeras semanas se ha demostrado de gran importancia, aunque
posteriormente, los efectos de las condiciones ambientales son mucho mayores (Longa
et al., 2009). Recientes estudios también sobre su influencia en la microbiota del suelo
segn su forma de aplicacion, demuestran distintos efectos en base a la formulacion de
la aplicacion de T. atroviride SC1. Este agente de biocontrol afecta a la comunidad
microbiana de hongos y bacterias modificando su abundancia e indices de biodiversidad

al ser inoculado mediante pellets de madera (Chammem et al., 2021).

También se han descrito a los aislados T. asperellum (cepa ICC012) y T. gamsii, (cepa
ICCO080) , ambos han sido objeto de estudio para optimizar su identificaciéon en campo
(Gerin et al., 2018), como agentes de biocontrol capaces de reducir los sintomas de yesca
asociados a la GLSD en un periodo de 7 anos (Bigot etal.,, 2020). Otro agente de
biocontrol evaluado como protector de heridas de poda es la cepa de T. atroviride 1-1237,
registrada frente al tratamiento de la yesca y al decaimiento por Botryosphaeria (Reis et al.,

2017).

Sin embargo, resultados inconsistentes en el control de las EMV por parte de aislados de
Trichoderma siguen siendo encontrados en los distintos ensayos (Berlanas et al., 2018;
Martinez-Diz et al., 2021; van Jaarsveld et al., 2021). Por lo que se debe profundizar en el
estudio de estas causas y en la busqueda de agentes de biocontrol que protejan la planta

de vid.

En condiciones de laboratorio, aislados de las especies T. gamsii, T. harzianum, T.
atroviride y T. citrinoviride han mostrado actividad significativa insecticida con distinto
grado de control frente a la plaga taladro de la vid X. arvicola. Estos aislados de
Trichoderma fueron ensayados frente a las distintas etapas del ciclo de vida de este insecto
y mostraron actividad ovicida, larvicida y frente a adultos de esta plaga (Rodriguez-

Gonzalez et al., 2017, 2018).
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No sdlo Trichoderma tiene actividad de biocontrol frente a enfermedades y plagas, sino
que también puede tener efectos positivos sobre las uvas. La aplicacion del aislado T.
harzianum T22 y de uno de sus metabolitos secundarios (6PP) sobre la planta de vid,
regulan el pH e incrementan la cantidad total de polifenoles en las uvas cerca de un 30%,
incrementando consecuentemente la actividad antioxidante de las mismas en torno a un
50%-60%. La acumulacion de estas sustancias en la uva es particularmente relevante,
pues representan un parametro cualitativo con efecto directo sobre la calidad del vino

(Pascale et al., 2017).
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3. Objetivos.

El gran potencial de los agentes de control biologico y la gran complejidad de los factores
edafoclimaticos y de manejo que afectan a la agricultura, deja de relevancia la necesidad
de profundizar en el estudio de las interacciones abidticas y bidticas respecto a los
agentes de biocontrol, y asi, hacer frente a las enfermedades de la madera de la vid de
una manera mas eficaz. Por tanto, el principal objetivo de esta tesis es la obtencion de
aislados de Trichoderma spp. adaptados alas condiciones de manejo y edafoclimaticas
de los vifiedos de Castilla y Leon para el biocontrol de las enfermedades de 1a madera
de la vid, en las que Phaeoacremonium minimum, como uno de los principales agentes
etioldgicos, se ha utilizado como hongo modelo Los objetivos principales de esta tesis

doctoral han sido los siguientes:

3.1. Prospeccion de vifiedos para el aislamiento de Trichoderma spp. como
potenciales agentes de biocontrol:

v" Aislamiento e identificacion de Trichoderma spp. en vifiedos de Castilla y Ledn.
v" Correlacion de las condiciones de manejo de los vifiedos en relacién con las poblaciones

silvestres de Trichoderma spp.

3.2. Evaluacion de la capacidad antagonista de los aislados de Trichoderma
spp-:

v" Seleccion de cepas de Trichoderma spp. mediante ensayos in vitro.

v' Identificacién de los mecanismos de biocontrol frente a Phaeoacremonium minimum.

3.3. Inoculacion de cepas de Trichoderma spp. para el control biologico de las
enfermedades de la madera de la vid:

v" Establecimiento de la potencialidad de estas cepas para su posible escalado industrial.
v' Estimacién de la capacidad de colonizacién en heridas de poda en condiciones

climaticas adversas.
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Material y métodos

La presente tesis doctoral se presenta en la modalidad por compendio de publicaciones por

lo que los materiales y métodos se encuentran especificados en cada articulo. No obstante, a

continuacion, se exponen de forma general los materiales y métodos mas relevantes para

cada objetivo de esta tesis:

4.1. PROSPECCION DE VINEDOS PARA EL AISLAMIENTO DE
Trichoderma spp. COMO POTENCIALES AGENTES DE BIOCONTROL

4.1.1. Material.

100

Se muestrearon 10 vifiedos pertenecientes a 4 Denominaciones de Origen (D.O. Leon,
D.O. Toro, D.O. Bierzo y D.O. Ribera del Duero) ubicadas en Castilla y Leon, con
distinto tipo de manejo y edad de plantacion.

Tijeras de podar Kamikaze®.

Bolsas de polietileno con cierre zip.

Alcohol 70%.

Refrigerador Liebherr.

Guantes de nitrilo, Sanicen SA.

Solucion de hipoclorito de sodio.

Incubadora JP Selecta.

Escalpelo, asas de siembra con final en forma de aguja y pinzas quirtrgicas.
Campana de flujo laminar Gelaire®.

Medio de cultivo: rosa de bengala-cloranfenicol-agar (Conda Laboratory, Torrejon
de Ardoz, Madrid, Espana).

Medio de cultivo: patata-dextrosa-agar (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Alemania).

Placas de Petri de 90mm, Monolab S.n.c.

Placas de Petri de 60 mm, Monolab S.n.c.

Nucleospin plant II kit (Macherey-Nagel, Diiren, Alemania).

Nanodrop ND-1000 espectrofotometro (Thermo Scientific, Wilmington, DE, Estados
Unidos).

Oligonucledticos ITS4 e ITSS.
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(¢]

o

kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City,
CAL,Estado Unidos).
Secuenciador de secuencias de ADN ABI3130x] (Applied Biosystems).

4.1.2. Metodologia.

o

o

Se recogieron muestras de la corteza con un tamano 3x3 cm de las plantas de vid de
los distintos vifiedos. Se seleccionaron al azar distintas plantas de cada vifiedo hasta
un total de 15 muestras por parcela.

Se procedid a su desinfeccion y sembrado (7 chips por cada muestra) en placas de
RBCA (Rosa de Bengala-Cloranfenicol-Agar) en campana de flujo laminar, con el
propdsito de identificar los aislados de Trichoderma y proceder a su conteo. Se
dejaron incubar en camara de cultivo para su identificacion.

Aquellos hongos que se identificaron de forma visual como Trichoderma, se
repicaron a placas de PDA (Patata-Dextrosa-Agar) para su identificacion por
microscopia y molecularmente. Asi mismo, se calculd la abundancia de aislados de
Trichoderma por cada parcela.

Posteriormente, se realiz6 un analisis estadistico para evaluar la correlacion existente
entre la abundancia de Trichoderma, la edad del vifiedo y la media del nimero de
aplicaciones de fungicidas en cada parcela.

El analisis estadistico se llevd a cabo con el software libre estadistico R.

4.2. EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTAGONISTA DE LOS
AISLADOS DE Trichoderma spp.

4.2.1. Material.

Aislado de P. minimum Y-038-05-3a.

Los 25 aislados de Trichoderma spp. recogidos de las parcelas donde se realizo la
prospeccion del epigrafe anterior.

Microscopio electronico de barrido. Hitachi TM3030 device (Hitachi, Alemania).
Microscopio confocal laser (Olympus Fluoview FV1000 con multi- line laser FV5-

LAMAR-2 and HeNe(G)laser FV10-LAHEG230-2, Japon).
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Aislamiento de Trichoderma sp. T154.

P. minimum CBS 100398.

P. minimum::gfp7 CBS 100398.

Plasmido pBHt2-tdTom(Caasi et al., 2010).

Medio de cultivo de puré de patata glucosa y agar (Puré de patata (Maggy®), Oxoid
Itd. )

Placas de Petri de 90mm. Monolab S.n.c.

Filtros estériles Nytal®(Maissa, Barcelona, Espana).

Enzimas liticas (Enzimas liticas L-1412, Driselasa D-8037, Quitinasa C-6137, Sigma,
Estados Unidos) .

NaCl.

Buffer STC (Tris HCI; sorbitol, y CaClz).

PEG (Tris HCI; CaCly, Polietilenglicol 8000).

Medio de regeneracion (sucrosa; extracto de levadura, NZ-amina, y Bacto-agar).
Método TERRA (PCR Direct polymerase mix. Clontech, Mountain View, CA,
Estados Unidos).

Medio de cultivo de patata dextrosa y agar (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Alemania).

Higromicina B (InvivoGen; San Diego, CA, Estados Unidos).

Medio CM (extracto de malta, extracto de levadura y glucosa).

Plantas de vid Vitis vinifera L. de 1 ano de la variedad cv. Tempranillo e injertadas
sobre el portainjerto Ritcher 110 . Vivai Cooperativi Rauscedo (Rauscedo, Italia)
Parafilm ®.

Taladro de mano BOSCH®.

Fitotron.

Agua autoclavada.

Tijeras de podar Kamikaze ®.

Desinfectante Incidin™ (Ecolab, Reino Unido).

Bolsas estériles de papel.

Guantes de nitrilo Sanicen SA.

Campana de flujo laminar Gelaire®.
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4.2.2. Metodologia.

o

Inicialmente, se realizé un ensayo de confrontacion dual entre los aislados de
Trichoderma obtenidos de las 10 parcelas de Castilla y Ledn y el patogeno P. minimum
Y-038-05-3a. Se evaluaron distintas caracteristicas de los aislados de Trichoderma: el
porcentaje de inhibicion del micelio de P. minimum, la esporulacion sobre la placa de
medio PDA, la esporulacién sobre el patogeno y la produccion del pigmento amarillo
sobre el medio PDA. Se seleccionaron aquellas cepas que mostraron un porcentaje
superior al 67% en todos los valores a evaluar.

El aislamiento Trichoderma sp. T154 fue seleccionado y transformado mediante la
técnica de protoplastos. Se introdujo el gen que es capaz de expresar la proteina roja
fluorescente a partir del plasmido pBHt2-tdTom.

El aislado de Trichoderma sp. T154::tdTom3 y el patégeno P. minimum:gfp7 fueron
enfrentados en ensayo dual para evaluar los mecanismos de biocontrol por parte de
Trichoderma mediante microscopia confocal y electronica de barrido. Previamente,
también fueron evaluados por separado utilizando ambas técnicas de microscopia
asi como los microorganismos no transformados (Trichoderma sp. T154 y P. minimum
CBS 100398).

Se inocularon las cepas objeto de estudio sobre heridas en madera de plantas de vid
los siguientes microorganismos: Trichoderma sp. T154, Trichoderma sp. T154 ::tdTom3,
P. minimum CBS 100398, P. minimum :gfp7 y la combinacion de Trichoderma sp.
T154 ::tdTom3 y P. minimum ::gfp7, ademas de los controles negativos, sin ninguna
inoculacion de hongos. Se recogieron las plantas de vid tras 6 y 12 semanas después
de la inoculacion con los diferentes microorganismos. Finalmente, las muestras
fueron evaluadas en microscopio confocal laser y en microscopio electronico de

barrido.
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4.3. INOCULACION DE CEPAS DE Trichoderma spp. PARA EL CONTROL
BIOLOGICO DE LAS ENFERMEDADES DE LA MADERA DE LA VID

4.3.1. Material.

Aislados de Trichoderma T065, T071, T154 y T214.

Medio de cultivo: patata dextrosa y agar (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Alemania).

Placas de Petri de 90 mm. Monolab S.n.c.

Incubadora JP Selecta.

Campana de flujo laminar Gelaire®.

Filtro de tela.

Hematocitometro, MARIENFIELD.

Plantas de vid Vitis vinifera L. de 1 afio de la variedad cv. Tempranillo e injertadas
sobre el portainjerto Ritcher 110. Vivai Cooperativi Rauscedo (Rauscedo, Italia).
Higrotermdmetro.(Electroson, Valladolid, Espafia).

Medio de cultivo: rosa de bengala cloranfenicol agar (Conda Laboratory, Torrejon de
Ardoz, Madrid, Espafia).

Tijeras de podar Kamikaze®.

Alcohol 70%.

Pinzas quirtrgicas y asas de siembra con final en forma de aguja.

4.3.2. Metodologia.

104

o

Se utilizaron los aislados T065, T071, T154 y T214 de Trichoderma con 7 dias de
crecimiento del micelio en medio de cultivo PDA. Posteriormente, se colocaron
discos del borde exterior del micelio de estas placas para crecer a 4°C, 15°C, 25°C y
35°C en medio de cultivo PDA. Se tomd como momento de referencia para ser
evaluados el dia en el que el primer aislado era capaz de cubrir la totalidad de la
placa o en su defecto tras 6 semanas.

Se recogieron las esporas de los aislados, crecidos como en se indica en el apartado
anterior, y se inocularon a concentraciones de 2x10°y de 2x107 esporas/ml en placas

de medio de cultivo PDA. Se incubaron a dos temperaturas (4°C y 15°C), y se
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evaluaron el dia en el que el primer aislado era capaz de cubrir la totalidad de la
placa.

o Se evalu6 la produccién de esporas a 25°C mediante el raspado de la placa con un
asa de siembra, posterior filtrado a través de filtro estéril y conteo por medio de
hematocitémetro.

o Se seleccionaron las cepas T154 y T071 para ser inoculadas sobre heridas de poda de
la planta de vid durante el periodo invernal. Posteriormente se recolectaron las
plantas tras 12 semanas de la inoculaciéon y después se cortaron en discos de madera
a distintas distancias del punto de inoculacién (0, 3, 6, 9, 12 y 15 cm). Finalmente,
estos discos de madera se sembraron sobre medio RBCA en forma de chips para

realizar un conteo y estimar la capacidad de permanencia sobre las heridas poda.

4.4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Caasi, O. C., Walker, N. R., Marek, S. M., Enis, ]J. N., y Mitchell, T. K. (2010). Infection
and colonization of turf-type bermudagrass by Ophiosphaerella herpotricha

expressing green or red fluorescent proteins. Phytopathology 100, 415-423.
doi:10.1094/PHYTO-100-5-0415.
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Resultados y discusion

Esta seccion cuenta con la exposicion e interpretacion de los resultados en cada uno de
los articulos que componen la tesis. Por tanto, en este capitulo se expone un resumen de
los resultados mas relevantes, asi como de informacidn adicional que no aparece en las

publicaciones.

8.1. PROSPECCION DE VINEDOS PARA EL AISLAMIENTO DE
Trichoderma spp. COMO POTENCIALES AGENTES DE BIOCONTROL

o En lo referente a las identificaciones de las poblaciones de Trichoderma, la

identificaciéon a nivel de género mediante la morfologia y el uso de técnicas
moleculares, en este caso la secuencia de la region ITS (Internal transcribed spacers),
nos permite confirmar el género. Sin embargo, la especie no puede ser verificada
con total fiabilidad conforme al nuevo criterio de identificacion (Cai y Druzhinina,
2021). Este criterio propone que son necesarios al menos 3 diferentes regiones (ITS,
RPB2 y Tefla) para su correcta descripcion como especie. Otro estudio identificd
las especies de nuevos aislados de Trichoderma mediante el uso de estas tres mismas
regiones, consiguiendo una adecuada identificacion en la mayoria de las especies

(Urbez-Torres et al., 2020).

o Relacionado con la abundancia de las poblaciones de Trichoderma, se han evaluado

las poblaciones de Trichoderma existentes en diversos vifiedos de Castilla y Ledn y
que se citan a continuacion. Se identificaron 11 aislados de Trichoderma spp. en el
vinedo 1; 2 aislados de Trichoderma spp. en el vifiedo 2; 1 aislado de Trichoderma
spp. en el vinedo 3; 4 aislados de Trichoderma spp. en el vinedo 4, 4 aislados de
Trichoderma spp. en el vifiedo 5, 1 aislado de Trichoderma spp. en el vifiedo 6, ningin
aislado de Trichoderma spp. en el vifiedo 7; 3 aislados de Trichoderma spp. en el
vinedo 8; 2 aislados de Trichoderma spp. en el vifiedo 9 y 2 aislados de Trichoderma

spp. en el vifiedo 10.

o Establecimiento de correlaciones entre el manejo y las poblaciones de Trichoderma.

Se han relacionado las poblaciones de Trichoderma spp. encontradas y el manejo del
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mismo mediante un analisis de correlacion de Pearson. En este caso, se evalué la
presencia de Trichoderma frente a la edad de establecimiento de la plantaciéon y
frente al nimero de tratamientos fungicidas de media por campana. Se obtuvo una
correlacion positiva significativa (0,675, p valor= 0,032) entre la presencia de
aislados de Trichoderma y la edad de los vifiedos; asi como una correlacion negativa
significativa (-0,883, p valor=0,000) entre la presencia de aislados de Trichodermay
la aplicacion del numero de fungicidas. Se puede encontrar en la literatura cientifica
un gran numero de estudios sobre el uso de Trichoderma tanto en condiciones in
vitro como en campo (Mondello et al., 2018). También algunos autores describieron
la influencia del manejo y el estado fenoldgico sobre las fluctuaciones de la
presencia de microrganismos en el suelo del vifiedo (Lopez-Pifieiro et al., 2013) y
otros caracterizaron la presencia de Trichoderma en la madera de la vid junto con
otros microorganismos (Bruez et al., 2014, 2016). Pero, no se encuentra descrito en
la bibliografia actual la influencia que tienen las condiciones del vifiedo sobre la
distribucion de poblaciones naturales de Trichoderma en la madera de la planta de
vid. Por tanto, se confirma, al igual que se ha descrito en publicaciones previas, que
el manejo influye sobre la composicion de los microorganismos que residen en la
planta (Donnison et al., 2000; Pancher et al., 2012). Asi como se evidencia la relacién
directa con la edad de las plantas de vid como se ha visto en otros microorganismos

en el vifiedo (Schreiner y Mihara, 2009).
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8.2. EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTAGONISTA DE LOS
AISLADOS DE Trichoderma spp.

124

o Seleccién de los aislados con potencial capacidad de biocontrol. En este caso se

han wutilizado 25 aislados de Trichoderma. para evaluar su capacidad de

antagonismo provenientes de los vifiedos de Castilla y Ledn, analizados en la

prospeccion de campo del epigrafe anterior mediante ensayos in vitro de acuerdo

a Hermosa et al., 2000; Kotze et al., 2011:

El patdégeno P. minimum Y-038-05-3a fue utilizado para ser enfrentado a los

aislados de Trichoderma. Esto es debido a su patogenicidad y virulencia frente

a plantas de vid en Castilla y Leon (Martin, 2012). Este patdgeno ha sido
aislado en vifiedos de Castilla y Ledn, asi como caracterizado y evaluado en
otros ensayos por lo que nos permite utilizarlo como organismo modelo para
las condiciones particulares de esta region (Martin et al., 2012, 2014; Martin y

Martin, 2013).

Se identificaron varios aislados de Trichoderma como potenciales agentes de
control biolégico. Los aislados T72, T74, T75, T77, T78, T105 de la DO Leon ;
T179,180,182,T84 y T85 de la DO Toro, ninguno de la DO Bierzo y el aislado
T154 de la DO Ribera del Duero obtuvieron un valor de inhibicion del
crecimiento del micelio del patégeno superior al 67%. Los aislados T79 y T154
obtuvieron un valor maximo de esporulacion sobre la placa de PDA seguido
por T075. También T84 presentd un 67% de valor en esporulacion sobre placa.
En el caso de esporulacion sobre el patdgeno, se obtuvo un valor del 67% en
los aislados T75, T79, T84 y T154. Por lo que se refiere a la produccion de
compuesto amarillo sobre el medio destaco el aislado T106. Finalmente se

seleccionaron como potenciales agentes de biocontrol T75, T79, T84 v T154.

Se concluyé que este procedimiento es de vital importancia para seleccionar
de manera exitosa los agentes de biocontrol frente a los patdgenos de
enfermedades de la madera de la vid (Urbez—Torres et al., 2020; Van Jaarsveld

et al., 2020; Silva-Valderrama et al., 2021).
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o Laevaluacién de los mecanismos de biocontrol.

e El aislado Trichoderma T154 fue seleccionado para evaluar el tipo de

mecanismo de biocontrol que utiliza preferentemente. Esta cepa fue
transformada mediante la técnica de protoplastos con el objetivo de expresar
la proteina roja del plasmido pBHt2-tdTom (Cardoza et al., 2006). Con este
objetivo, se selecciond el transformante Trichoderma sp. T154:tdTom3.
Posteriormente, se visualizé al microscopio confocal laser y al microscopio
electronico de barrido identificando las estructuras tipicas de Trichoderma
(Rifai, 1969). También se realizé una primera identificacion a nivel molecular
usando la secuencia nucleotidica de la region ITS, y a continuacién se
analizaron las secuencias de 6 genes constitutivos: act1, call, fas1, Icb2, rpb2 y

tefla. Se concluyo que Trichoderma T154 pertenece al Clado Harzianum/Virens

de acuerdo a la mas reciente clasificacion (Kubicek et al., 2019).

e Se utilizaron los aislados P. minimum CBS 100398 y P. minimum:.gfp7 para

evaluar los mecanismos de biocontrol. Fueron seleccionados debido a su
probada capacidad de colonizacion de los haces vasculares de la planta
(Pierron et al., 2015). Estos microorganismos fueron visualizados mediante
microscopio electrénico de barrido y microscopio confocal ldser para
identificar las estructuras tipicas de Phaoeacremonium. Se confirmo que poseen
fialides del tipo II, elongadas-ampuliformes y atenuadas en la base y que se

estrechan hacia el apice (Crous et al., 1996; Mostert et al., 2005).

e Evaluacién de los mecanismos de biocontrol en ensavyos in vitro de

confrontaciéon dual. Trichoderma sp. T154:tdTom3 y P. minimum:gfp7 se

enfrentaron en placas de PDA, observandose un sobrecrecimiento por parte
de Trichoderma, distinguiéndose tres regiones. En la parte superior,
Trichoderma ha sobrecrecido al patdgeno y exhibe un gran crecimiento de

micelio. En la segunda parte, descendiendo fisicamente hacia la parte basal
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de la placa, existe una fuerte interaccion entre ambos y la parte tltima donde
Trichoderma esta empezando a colonizar las hifas del patdgeno y existe una
menor cantidad de micelio del agente de biocontrol. Principalmente,
Trichoderma sp. T154 es capaz de esporular, asi como de localizar el micelio
del patdgeno y colocar sus hifas de forma paralela. No se visualizaron las
tipicas estructuras de apresorio ni el enrollamiento caracteristico de otras

cepas de Trichoderma (Mukherjee et al., 2013).

Evaluacion de los mecanismos de biocontrol en planta de vid. Aunque se ha

descrito sobre la planta de vid el comportamiento de Trichoderma frente a
otros patdgenos causantes de las EMV (Mutawila et al., 2011b) y se han
estudiado los nichos de colonizacion por parte de P. minimum en estaquillas
de vid (Pierron et al., 2015), el modo de accién sobre la planta de vid de una
especie de Trichoderma frente a P. minimum no se habia identificado hasta el
momento. Por tanto, los principales mecanismos utilizados por Trichodermay
P. minimum sobre la planta de vid se describen a continuacion. En el control
negativo (sin inoculacion de hongos) no se observaron diferencias ni
modificaciones estructurales de la planta respecto al resto de tratamientos. En
los dos controles positivos (Trichoderma sp. T154 inoculado sodlo y P. minimum
CBS5100398 inoculado solo) tampoco se identificaron diferencias con respecto
a las inoculaciones con los hongos transformantes. Para la evaluacion de los
distintos tratamientos se evalud su persistencia tras 6 semanas y tras 12
semanas. Tras 6 semanas, mediante el uso de microscopio confocal laser,
Trichoderma sp. T154::tdTom3 , P. minimum::gfp7 y la inoculacion de ambos, se
determino que en el caso de Trichoderma sp. T154::tdTom3 inoculado solo, se
encontr6 un gran numero de esporas solo alrededor del punto de inoculacién
y una menor cantidad de hifas. El patogeno P. minimum::gfp7 en el tipo de
inoculacion simple, fue encontrado cerca del punto de inoculacion con una
gran cantidad de micelio asi como colonizando tejidos vivos, principalmente
vasos del xilema. En el caso de la inoculacion conjunta, los tejidos eran
mayoritariamente colonizados por hifas y esporas de Trichoderma, y en

algunas zonas era posible identificar el micelio del patdgeno. Asi mismo, se



CAPITULO 8

utilizé el microscopio confocal laser y el microscopio electronico de barrido
para identificar en la misma imagen el comportamiento de ambos
microorganismos. Se pudo visualizar que Trichoderma sp. T154::tdTom3
colonizaba las células parenquimaticas sin afectar al flujo de savia, asi como
de colocarse paralelo a los haces vasculares del xilema sin obstruirlos.
Mientras que el patégeno P. minimum::gfp7 colonizaba fibras del xilema y
otros tejidos muertos. Tras 12 semanas, se repitio el mismo procedimiento,
resultando en que en el caso de la inoculacion de Trichoderma sp. T154::
tdTom3 la colonizacion por parte del micelio fue escasa y se visualizé un gran
numero de esporas cerca de la herida. En la evaluacion de P. minimum::gfp7,
se observo la colonizacion de xilema, fibras de madera y tejido
parenquimatico en tejidos muertos cerca de la herida de poda. En la
visualizacion de la inoculacion dual de ambos microorganismos se
observaron algunas pocas hifas de P. minimum::gfp7 y principalmente esporas
de Trichoderma sp. T154:: tdTom3 y alguna hifa en tejidos del xilema. No se
realizd una visualizacion mediante microscopio electronico de barrido
debido a que no se observé una interaccion clara entre ambos hongos dentro

de la planta tras 12 semanas.

8.3. INOCULACION DE CEPAS DE Trichoderma spp. PARA EL CONTROL
BIOLOGICO DE LAS ENFERMEDADES DE LA MADERA DE LA VID

o Efecto de la temperatura en estudios in vitro. A la hora de seleccionar un

microorganismo potencialmente comercializable, es importante realizar un
adecuado disefio del procedimiento de seleccion (Vasseur-Coronado et al., 2021).
Por ello, previo a su ensayo en condiciones de campo, se evaltian diferentes
parametros de crecimiento con el fin de encontrar la cepa que pueda colonizar mas

rapido la herida de poda:

e Evaluacion del crecimiento en placa a partir de un disco de micelio. A 4°C

el aislado T71 mostré un crecimiento significativamente mayor al resto.
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A 15°C, los aislados T65, T71 y T214 mostraron mayores crecimientos sin
diferencias significativas entre ellos. A 25°C todas las cepas mostraron la
mayor velocidad de crecimiento y no tuvieron diferencias significativas.
El crecimiento a 35°C el aislado T154 mostré6 mayor capacidad de
crecimiento con respecto al resto. Los resultados de los crecimientos en
condiciones in vitro se correlacionaron fuertemente con la cepa en estudio
y con tendencias marcadas con respecto al linaje (Clado o Seccién) a la

que pertenecen.

e FEvaluacién del crecimiento en placa a partir de esporas. A 4°C no se

apreci6 crecimiento de ninguno de los aislados. A los 15°C hubo una fase
de latencia de dos dias para todos los aislados y a la concentraciéon de
2x10¢ esporas/mL los aislados T065 y T071 mostraron un crecimiento
significativamente mayor. En la concentracidon 2x107 esporas/mL T071
mostrd un crecimiento significativamente mayor con respecto al resto. Se
seleccionaron estas dos concentraciones ya que son los rangos habituales
en la aplicacion de aislados de Trichoderma si se compara con otros
estudios (Di Marco et al., 2004; Kotze et al., 2011; Mutawila et al., 2011a;
Pertot et al., 2016). Asi mismo, no se observaron tampoco diferencias
significativas al comparar el mismo aislado a distintas concentraciones.
Este ensayo se realiz6 en condiciones de bajas temperaturas (4°C y 15°C)
con el fin de imitar las condiciones reales de inoculacién durante el
invierno y poder observar una respuesta similar a lo que sucede en

campo.

Relativo a la identificacién de los aislados. En articulos previos se habia clasificado

al aislado T071 como perteneciente a la Seccion Trichoderma (Rodriguez-Gonzalez
et al., 2018) y al aislado T154 como perteneciente al Clado Harzianum/Virens (Capitulo
6). En la presente tesis doctoral se realizd6 una primera identificaciéon a nivel
molecular usando la region ITS, y a continuacion se usaron las regiones de 6 genes
constitutivos son: actl, call, fas1, Icb2, rpb2 y tefla. Como resultado del analisis se

concluy¢ que Trichoderma T065 pertenece a la Seccion Trichodermay Trichoderma T214
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pertenece al Clado Harzianum/Virens de acuerdo a la mas reciente clasificacion

(Kubicek et al., 2019).

o Grado de esporulacion de los aislados ensayados. Un pardmetro importante es la

capacidad en la esporulacién, ya que todos los microorganismos comercializables se
presentan como formulados en esporas (Woo etal., 2014). Se determino que el

aislado T154 fue el que mayor niumero de esporas era capaz de producir a 25°C.

o Ensayo en condiciones de semicampo. Si se tiene en consideracion el gran efecto que

va a tener la variacion de las temperaturas (Masson-Delmonte et al., 2021) debido al
cambio climatico, asi como el concepto One health a la hora de aplicar cualquier
microorganismo en el medio ambiente (American Veterinary Medical Association,
2008). Se debe definir el rango de temperaturas que es capaz de soportar la cepa y la
concentracion éptima de inoculacién que no ponga en riesgo la salud de los
ecosistemas. Por lo que se decidio inocular a una concentracion de 2x10° esporas/mL
las cepas T71 y T154. Asi mismo, se utilizar la concentracion 2x10” esporas/mL del
aislado T154 con el fin de comprobar si los resultados eran consistentes tanto en
condiciones in vitro como en condiciones de semicampo. Adicionalmente, se realizé

el ensayo en condiciones de cambio climatico simulado.

e Efecto de las condiciones ambientales en el ensayo de semicampo. La

caracterizacion de las condiciones climaticas es un efecto de gran
importancia para el desarrollo de Trichoderma (Kredics et al., 2003). Con
el fin de simular las condiciones de cambio climatico, las condiciones de
temperatura en el lugar del ensayo tuvieron un valor medio superior a
4,06°C y las condiciones de humedad relativa fueron del 27,03 % inferior
respecto a la registrada en la estaciéon meteorologica. Por lo que este
ensayo se adecud a futuras posibles condiciones de cambio climatico
adverso en la que las temperaturas tienen prevision de aumentar
(Malheiro et al., 2010), asi como del efecto de la humedad relativa que

pueda afectar a la capacidad de biocontrol (Fedele et al., 2020).
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Capacidad de colonizacion de heridas de poda en plantas de vid en el

ensayo de semicampo. Tras 12 semanas, el grado de colonizacién de la
herida de poda fue del 89,57% para la cepa T154 a una concentracion de
2x10°esporas/mL. Este valor fue significativamente mayor con respecto a
la cepa T71 para la que se obtuvo un valor de 70,31% a una concentracion
de 2x10¢ esporas/mL. Las cepas de Trichoderma no fueron aisladas mas
alld de la herida de poda y la aplicaciéon de la cepa T154 a una
concentracion de 2x107 esporas/mL no mostr6 diferencias significativas
con respecto a la inoculacion de 2x10° esporas/mL. Este resultado
confirma los valores obtenidos en el ensayo in vitro donde tampoco se
encontraron diferencias en placa, lo que nos permiti6 validar este método.
Estos porcentajes de re-aislamiento se encuentraron entre los valores mas
altos de colonizacion de heridas de poda al compararse con otros estudios
(Kotze et al., 2011; Mutawila et al., 2011a, 2015). La inoculacién sigui6 las
indicaciones descritas por Mutawila et al., 2016 con el fin de optimizar el

proceso de colonizacion.
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Conclusiones

El desarrollo de la presente tesis doctoral ha permitido la publicacién y el desarrollo de
diferentes vias de investigacion en el seno del grupo de investigacion GUIIAS (Grupo

Universitario de Ingenieria y Agricultura Sostenible) de la Universidad de Ledn.

9.1. TRABAJOS RELACIONADOS COMO CO-AUTOR.

o El aislamiento T071 utilizado en esta tesis (Capitulo 7), permitié la publicacion
de su accion como agente de biocontrol frente al insecto plaga Xylotrechus arvicola

(Rodriguez-Gonzalez et al., 2018a).

o El estudio de la produccién de metabolitos secundarios y su accién antibidtica
permitié la publicaciéon de dos articulos. El uso de un tipo de metabolito
secundario denominado trichodieno para evaluar su accion insecticida
(Rodriguez-Gonzalez et al., 2018b), asi como el uso de nuevas metodologias para
la evaluacién de compuestos volatiles emitidos por Trichoderma (Alvarez-Garcia

et al., 2021).

o La evaluaciéon de la influencia de los factores edafoldgicos en el desarrollo de

Trichoderma dio lugar a la publicacién de Mayo-Prieto et al., 2021.
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9.2. PERSPECTIVAS FUTURAS.

o Actualmente se esta evaluando la capacidad de colonizacién del aislado T071
como agente de biocontrol en el sistema radicular de las plantas de vid y su

relacion con la microbiota existente en distintos vifiedos.

o También se estd evaluando la capacidad de los aislados provenientes de suelos
de parcelas analizadas en el Capitulo 5 y la capacidad de produccion de
metabolitos secundarios frente a Phaeoacremonium minimum, asi como su relacion

con los factores edafologicos.

o Por otro lado, se han secuenciado los genomas de las cepas del Capitulo 7 y el
genoma del patdgeno, por lo que se estan realizando estudios para la
identificacion de los clusteres de genes del metabolismo secundario y explorar la
posibilidad de utilizar estas cepas y/o sus productos génicos como agentes de

biocontrol, asi como el estudio de rutas biosintéticas de interés.

o La aplicaciéon de una cepa autdctona de Trichoderma derivada del trabajo de esta
tesis doctoral en suelos viticolas ha permitido el desarrollo del proyecto
TrichoBIOme, en el que se estudia la influencia de la microbiota del suelo, los
factores edaficos y el manejo del vifiedo en su desarrollo. Este proyecto se
encuentra enmarcado dentro de la acciéon internacional Fieldsforever de la

compania estadounidense “Biome makers”.

o La capacidad de asimilacion de los nutrientes por parte del patdgeno
Phaoeacremonium minimum es otra linea de estudio que se esta llevando a cabo en
la actualidad con el fin de evaluar su capacidad de movilizar las macromoléculas

esenciales y su relacion con su crecimiento en diferentes medios de cultivo.
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10. Conclusiones.

10.1. PROSPECCION DE VINEDOS PARA EL AISLAMIENTO
DE Trichoderma spp. COMO POTENCIALES AGENTES DE
BIOCONTROL.

Se verifico la eficacia del método de aislamiento de cepas del género de Trichoderma
basado en la coleccidon de corteza de planta de vid, desinfeccién con hipoclorito de
sodio, secado en campana de flujo laminar y posterior cultivo en rosa de bengala-
cloranfenicol-agar, con seleccion basada en caracteres de cultivo, identificacion

morfoldgica y molecular.

Se demostr6 que un menor namero de tratamientos fungicidas por campana y una
mayor edad de las plantas de vid favorecian las poblaciones naturales de

Trichoderma en la corteza de la planta de vid.

102. EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTAGONISTA DE LOS
AISLADOS DE Trichoderma spp.

Las cepas autdctonas de Trichoderma aisladas de vifiedos tenian actividad de control
bioldgico in vitro, destacando los aislados T75, T79, T84 y T154 por su alto potencial

de biocontrol.

En condiciones in vitro, se identifico6 como principal mecanismo de accion el
micoparasitismo, consistente en la adhesion de hifas de Trichoderma y del patéogeno de
forma paralela y la esporulacion. Este tipo de interaccion era llevado a cabo por la cepa
Trichoderma sp. T154 frente a P. minimum, y fue observado por microscopia confocal y

de barrido electronico.
En planta de vid, el principal mecanismo de acciéon es la exclusion del nicho de

colonizacion. Este mecanismo se puso de manifiesto en la cepa Trichoderma sp. T154

frente a P. minimum mediante microscopia confocal y de barrido electrénico.
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e Elaislamiento Trichoderma sp. T154 fue capaz de permanecer sobre las heridas de poda

y establecerse en el sistema vascular sin causar dafos a la planta.

10.3. INOCULACION DE CEPAS DE Trichoderma spp. PARA EL CONTROL
BIOLOGICO DE LAS ENFERMEDADES DE LA MADERA DE LA VID

e La cepa autdctona Trichoderma sp. T154, que presenté una elevada capacidad de

esporulacion a 25°C, es un microrganismo adecuado para su escalado industrial.

e La filogenia de los aislados de Trichoderma aislados en Castilla y Leon se correlaciono
con su capacidad de crecimiento a diferentes temperaturas. Los aislados de
Trichoderma spp. pertenecientes al Clado Harzianum/Virens, autdctonos de vifiedos
mostraron mayor crecimiento a altas temperaturas (35°C), mientras que los aislados
que pertenecian a la Seccion Trichoderma mostraron mayor crecimiento a temperaturas

bajas (4°C y 15°C).

e La cepa autdctona Trichoderma sp. T154 (aislada de corteza de vid) colonizaba mejor las
heridas de poda que la cepa Trichoderma gamsii T71 (aislada de muestra de suelo)

poniendo de manifiesto la importancia de la procedencia del aislado.

e La cepa autoctona Trichoderma sp. T154 inoculada sobre planta de vid mostr6 una alta
capacidad de colonizacion y supervivencia en heridas de poda siendo capaz de
adaptarse al aumento de temperaturas, lo que le da mayores posibilidades de éxito

para su inoculacion en el contexto de cambio climatico en base al criterio One health.
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CAPITULO 11

11. Conclusions.

11.1. Prospecting of vineyards for isolation of Trichoderma spp. as potential

biological control agents.

The method for isolation of Trichoderma from bark of vine plants implemented in
this thesis was based on disinfecting chips of bark using sodium hypoclorite,
drying out in laminar hood and sowing them in rose bengale chloranfenicol agar.
Finally, new strains were identified based on cultivation characters, morphology,

and molecular identification.

It was demonstrated that the lesser is the number of fungicide application per
campaign and the older are vine plants, the highest is the probability of isolate

Trichoderma spp. strains from bark of vine plant.

11.2. Evaluation of antagonistic capacity of Trichoderma spp. isolates.

Autochthonous strains isolated from vineyard show in vitro biocontrol activity.

175, T79, T84 and T154 were selected in base to their highest biocontrol potential.

Mycoparasitism was the main biocontrol mechanism detected in Trichoderma sp.
T154 against Phaeoacremonium minimum interactions, which was determined using
confocal laser scanning microscopy and scaning electron microscopy on in vitro

assays.
Niche exclusion was the main mechanism identified in Trichoderma sp. T154

against Phaeoacremonium minimum interactions, as determined using confocal laser

scanning microscopy and scaning electron microscopy during in planta assays.
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Conclusions

Trichoderma sp. T154 was able to remain over pruning wounds up to 12 weeks
without causing side effects or damages to the plant tissues after using confocal

laser scanning microscopy and scaning electron microscopy.

11.3. Inoculation of Trichoderma spp. strains for biological control of grapevine

trunk diseases
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The autochthonous strain Trichoderma sp. T154 exhibited a higher capacity of
sporulation at 25°C among those strains analysed, indicating that this strain would
have good conditions for further applications at industrial scale.

Autochthonous isolates from vineyard of Trichoderma spp. that belong to
Harzianum/Virens Clade showed a higher growing at higher temperatures (35°C)
whereas isolates classified into Trichoderma section were able to grow at lower
temperatures (4°C y 15°C). This would indicate a correlation between the phylogenetic
location of the Trichoderma strains isolated in Castilla y Leon and their capacity of
growing at different temperatures.

The autochthonous strain Trichoderma sp. T154 (isolated from bark of vine plant)
performed a higher degree of colonization over pruning wounds than Trichoderma
gamsii T71 (isolated from soil sample). Thus, the origin of isolate revealed an important
role in these characteristics.

Trichoderma sp. T154 inoculated over pruning wound vine plant showed a higher
capacity of colonization and survival. Moreover, it was able to adapt to higher
temperatures, which implies a greater possibility of success when it is inoculated

under climate changing conditions on One health-based approach.
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