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Resumen

El cultivo de la vid y los productos que se obtienen de ella tienen un gran valor econémico a nivel mundial.
La vid no es un cultivo exento de enfermedades y actualmente los vifiedos sufren grandes pérdidas debido
a las mismas. Trichoderma es un hongo beneficioso que puede ser usado para el control de enfermedades
de la madera de la vid. Este estudio se centra en evaluar la capacidad de penetracion y lo que es capaz de
moverse este hongo en el interior de la planta de vid. Se utilizaron 54 vides repartidas en cinco tratamientos.
Un tratamiento fue el control y los cuatro tratamientos restantes fueron T1 (aislado obtenido de suelo) con
una concentracion de 2-10° esporas/ml; T2 (aislado de planta) a 2-10° esporas/ml; T3 (aislado de planta) a
2-107 esporas/ml y T4 (aislado de planta) a 2-107 esporas/ml. Se inoculd una dosis de 50 microlitros de
solucién de esporas a 6 °C a cada vid de su aislado correspondiente. Tras un periodo de 12 semanas en
condiciones ambientales de frio invernal se evalud donde se consiguié reaislar el hongo. Se determiné que
Trichoderma lleg6 hasta los 3 cm en la madera de la vid en todos los tratamientos. Se realiz6 un analisis de
los datos con ayuda del programa SPSS y se compararon las medias de cada tratamiento haciendo ANOVA
de un factor y aplicando Duncan. Se obtuvo que el T1 mostré diferencias significativas con respecto al T2,
T3y T4. A pesar de ello, todos los aislados persistieron por 12 semanas y se desarrollaron dentro de la

planta de vid.

Palabras clave: vid, enfermedades, Trichoderma y movimiento.

Abstract

The cultivation of the vine and the products obtained from it have a great economic value
worldwide. The vine is not a disease-free crop and currently the vineyards suffer great damages
due to them. Trichoderma is a beneficial fungus that can be used to control diseases of the vine
wood. This study focuses on evaluating the penetration capacity of this fungus and its ability to
move inside de vine. Fifty-four vines divided into five treatments were used. One treatment was
based on the control of the fungus and the remaining four were carried out as follows: T1 (isolated
from soil) with a concentration of 2-106 spores / ml; T2 (plant isolate) at 2-106 spores / ml; T3
(plant isolate) at 2-107 spores / ml and T4 (plant isolate) at 2-107 spores / ml. A dose of 50 micro
liters of spore solution at 6 ° C was inoculated into each vine of its corresponding isolate. After a
period of 12 weeks in cold winter environmental conditions, it was evaluated where the fungus
was reabsorbed. It was determined that Trichoderma reached up to 3 cm in the vine wood in all
treatments. An analysis of the data was carried out with the help of the SPSS program. The
average results of each treatment were compared by the application of one-factor ANOVA and
Duncan. The result was that T1 showed significant differences with respect to T2, T3 and T4.

Despite this, all the isolates persisted for 12 weeks and developed inside the vine plant.

Keywords: vine, diseases, Trichoderma and movement.
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1.- INTRODUCCION

El presente estudio tiene por finalidad evaluar cbmo se mueve Trichoderma spp. dentro
de las plantas de vid para asi poder entender mejor a este aliado del hombre en materia de control

biolégico.

Trichoderma spp. es de gran importancia no sélo por su potencial en control biol6gico
aplicado a las actividades del mundo agrario sino también por las multiples aplicaciones en bio-
tecnologia etc. Ademas, se trata de un hongo cosmopolita que podemos encontrar en sitios muy

dispares y en consecuencia puede ser aplicado en casi todos ellos.

Ademas, el presente estudio tiene originalidad ya que no hay hasta el momento ningun
estudio que analice como se mueve Trichoderma spp. en plantas de vid sobre la variedad tempra-

nillo.

La investigacion es factible debido al equipo técnico y de laboratorio con el que cuenta la
E.S.T..A 'y todo tipo de instalaciones necesarias para el correcto desarrollo del estudio.

Los beneficiarios de este estudio primeramente son todas aquellas personas que han parti-
cipado en él seguidamente de las personas del mundo agrario que basan su actividad econémica
en la viticultura ya que Trichoderma spp. es un aliado para combatir las enfermedades de

madera entre otras muchas aplicaciones.

1.1. Estudios previos

El presente trabajo tiene como antecedente el Trabajo Fin de Grado “Evaluacion in vitro
de Trichoderma spp. como agente de biocontrol frente a Phaeoacremonium aleophilum” del es-
tudiante Diego Blanco Barreales. En dicho trabajo se realizaba una evaluacién de los aislados del
hongo Trichoderma spp. de planta de vid y de suelo procedentes de vifiedo. Se realizaron ensayos
en laboratorio frente a un hongo patégeno causante de las enfermedades de madera de vid. Aque-
llos que obtuvieron mejores resultados han sido seleccionados para utilizar en este trabajo. Con

el fin de evaluar en campo la capacidad de estos hongos de estar en simbiosis con la planta.

1.2. El cultivo de la vid
1.2.1.Lavid

La vid es un arbusto lefioso y trepador que se fija a tutores, si los encuentra, por medio de
los zarcillos. Si esto no ocurre, se expande por el terreno ocupando una gran superficie (Hidalgo
y Hidalgo Togores, 2011)
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La uva para vinificacion que todos conocemos procede de la Vitis vinifera que se presenta
en miles de variedades gracias a la intervencion del hombre. Practicamente el total de las vides
cultivadas para la produccién de uva y posterior vinificacion en todo el mundo pertenecen a esta
especie, por sus excelentes cualidades. Sin embargo, es muy sensible a otras enfermedades como
son la enfermedad de Petri, pie negro, decaimiento por Botryosphaerea, yesca 0 eutipiosis
(Hidalgo y Hidalgo Togores, 2011).

El fruto de la vid, la uva, es una baya que forma racimos gracias a la estructura del raspon
gue sujeta las uvas y les proporciona las sustancias alimenticias. En las uvas de vinificacion el
raspdn es corto y en consecuencia el racimo es apretado y compacto (Hidalgo y Hidalgo Togores,
2011).

La morfologia de un grano de uva se divide en epicarpio u hollejo, mesocarpio o pulpa,
pepitas o granilla y pincel. LIlamamos hollejo a la pelicula exterior que a su vez esté recubierta
por una sustancia cerosa que es la pruina. En ella estan las levaduras que se encargaran de iniciar
la fermentacidn alcoholica. En la piel de la uva se encuentran también las sustancias colorantes
del futuro vino a las que llamados antocianos y el aroma de cada variedad. La pulpa ocupa casi
todo el grano y en ella se encuentra el mosto. En las variedades tintoreras el mosto también posee
color. A las semillas las denominamos pepitas o granillay tienen un gran valor como subproducto,
por ejemplo, en la elaboracion de abonos. El pincel se encuentra en la parte superior de los fas-
ciculos centrales 0 manojos y a través de él se alimenta de savia la uva. Conecta la uva con el

raspon (Hidalgo y Hidalgo Togores, 2011).

1.2.2. Ciclo de la vid

Segun Hidalgo y Hidalgo Togores (2011) se explica muy detalladamente como la vid pasa

por un ciclo anual y unos periodos vegetativos muy reconocibles, que son:

Lloro. A comienzos de marzo, es la primera muestra de movilizacién de reservas. Depende
de la temperatura y variedad de uva. Por los cortes de poda, la vid “llora” savia. Es un fendmeno

muy curioso de observar, algunas vides pueden llorar grandes cantidades de savia.

Brote. Las yemas empiezan a hincharse y aparece una borra blanca. Después pequefias
partes verdes sustituyen a la borra. El brote también depende de la temperatura, variedad y el

clima. Esto ocurre entre marzo y abril.

Crecimiento. El brote da lugar a unas inflorescencias de pequefio tamafio donde se puede
apreciar el futuro racimo que seguira desarrollandose a no ser que las condiciones climatoldgicas

sean adversas.

Crecimiento del racimo. Se divide, a su vez, en cuatro periodos:
2
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Periodo herbaceo o del agraz

Dura unos 50 dias y empieza a partir de la fecundacién de la flor que puede producirse de
dos formas. Si los 6vulos de la flor son fecundados por un grano de polen se consigue la uva
pirena (con semillas) y si se fecunda solo con el estimulo parcial del grano de polen se obtiene
uva apirena (sin semillas) que es muy apreciada para la elaboracion de pasas. Cuando este periodo

acaba, el racimo es muy pobre en azUcares, pero no en acidez.

Periodo del envero

Tiene una duracion de un solo dia para cada grano de uva y como caracteristica principal
observamos un cambio de color en la baya. En este momento, las pepitas alcanzan su madurez

fisioldgica, es decir, serian capaces de germinar.
Un vifiedo medio tardaria en enverar totalmente unos 15 dias.

Periodo de maduracién

La uva madura en unos 40 o 50 dias aproximadamente. El grano sigue aumentando de
tamafio, asi como en la concentracion de azlcares, pero la acidez disminuye. Este periodo acaba

en el momento estimado para la vendimia.

Periodo de sobremaduracién

La cepa deja de aportar a la uva los componentes esenciales y comienza a perder agua por
evaporacion y, consecuentemente, peso. Los azUcares sin embargo aumentan. Normalmente, la

finalidad de la sobremaduracién es la obtencion de uvas pasas.

Caida de la hoja. Cuando la temperatura disminuye, se produce la caida de la hoja, pero
antes la planta se prepara para el invierno acumulando reservas. Por debajo de 0 °C, la vid entra
en parada vegetativa como se aprecia en la Figura 1 y permanece en reposo hasta el lloro del

nuevo afio.

Figura 1. Vides agostandose para entrar en parada vegetativa.

(Fuente: http://www.enociencia.com/2016/01/epocas-de-poda-en-seco-de-la-vid.html?m=1, 2016)

3
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Ha sido en este momento de parada vegetativa cuando a las vides utilizadas en este estudio
se les ha podado e inoculado el Trichoderma en las heridas realizadas tras la poda.

Figura 2. Vid podada

(Fuente: (http://www.enociencia.com/2016/01/epocas-de-poda-en-seco-de-la-vid.html?m=1, 2016)

1.2.3. Lavid en Espafia-Castilla y Leon

Dentro de la especie Vitis vinifera se reconocen varios miles de variedades o cultivares,
diferenciados bien sea por caracteristicas morfologicas o0 morfométricas como por marcadores
moleculares. Esta amplia variedad se debe principalmente a la intervencion humana. (Chomé,
2002).

En Castilla y Ledn se han identificado diferentes clones certificados de las principales va-
riedades que mas fama tienen, a saber: Albillo Mayor, Albillo Real y Verdejo, Garnacha Tinta,
Juan Garcia, Mencia, Prieto Picudo y Tempranillo. El Banco de Germoplasma de Vid de Castilla
y Ledn (BGV-CyL) contribuye a preservar el patrimonio varietal espafiol. (Rubio et al., 2009).

La variedad de vid que se ha utilizado en este estudio se corresponde con la variedad tem-

pranillo y fue adquirida de viveros de la zona proveniente de Vivai Cooperativi Rauscedo,

Comunmente los vifiedos han estado ubicados en zonas de suelo poco productivo para otros
cultivos y con bajas posibilidades de riego. Se trata de un cultivo muy resistente a la sequia debido
a su sistema radicular y se adapta bien a diferentes tipos de suelo. Puede soportar hasta tempera-
turas de 40°C y de hasta -10°C, pero es muy sensible a heladas tardias. La vida Gtil de un vifiedo

se estima en 35 afos, aunque la planta de vid es muy longeva (Martin, 2012).

En Castilla y Ledn cada vez son més las plantaciones en espaldera. Con este sistema se
consigue una mejor exposicion de las hojas a la luz y una aplicacién mas eficiente de los productos
fitosanitarios. Por otro lado, se mejora el rendimiento productivo de la vid debido a la densidad
de plantacion, implantacion de posibles sistemas de riego y mecanizacién en labores del suelo y
vendimia (Martin, 2012)
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Segun Martin (2012): “La extension mundial del cultivo de la vid se sit0a en torno a los
siete millones de hectéreas. En nuestro pais, la vid representa el cultivo con mayor superficie por

detras de los cereales y el olivar”.

En la Tabla 1 se muestran datos relativos a la superficie, rendimiento y produccion para la
serie historica del 2005/2015 para Espafia, obtenidos del Ministerio de Agricultura y Pesca, Ali-
mentacion y Medio Ambiente (MAPAMA).

Tabla 1. Serie histérica de superficie, rendimiento, produccion y destino de la produccion.

Vifiedo de uva de mesa Vifiedo de uva para transformacion
Afi0s Superficie (Miles de ha) Rendimientodela  Produccién  Superficie (Miles de ha) Rendimientodela  Produccion
Total En produccidn superfi}cie enla (,je uva Total En produccion superfi}cie enla c.|e uva
produccion (gm/ha)  (miles de t) produccién (gm/ha)  (miles de t)
2005 21,4 20,7 151,1 312,3 1138,1 1073,8 53,5 5741,7
2006 20 19,5 174,7 339,9 1114,6 1048,4 59,6 6245,6
2007 19,4 18,9 140,2 264,4 1111,2 1040,2 54,7 5694,3
2008 18,2 17,7 156,8 278,2 1090 1031 55 5673,3
2009 17,4 16,8 149,1 251,2 1028,3 974,5 54,3 5287,7
2010 16,2 15,5 152,9 267,5 985,8 940,4 62,4 5870,1
2011 15,2 14,5 168 243,4 947,4 897,9 62 5565,9
2012 14,5 13,8 174,9 241,2 931,9 882 57,7 5091
2013 13,7 12,8 198,3 254,3 932,5 876,7 82,5 7228,3
2014 14,4 13,5 179,7 241,8 932,6 874,9 68,3 5979,9
2015 14 13,1 207,1 270,7 927,1 865,7 63,9 5728,4

(Fuente: MAPAMA, 2016)

En Castilla y Ledn la vid representa una fuente de ingresos bastante importante tanto en
ambito econdémico como socio-cultural. Casi el 50% de la superficie de vifiedo de Espafia se en-
cuentra repartido entre Castilla La Mancha, Extremadura, Castilla y Le6n y Comunidad Valen-
ciana (MAPAMA, 2016).

Castilla y Ledn tiene reconocidas nueve Denominaciones de Origen (D.O.): D.O. de Ar-
lanza, D.O. Arribes, D.O. Bierzo, D.O. Cigales, DO Ribera del Duero, D.O. Rueda, D.O. Tierra
de Ledn, D.O. Tierra del vino de Zamora y D.O. Toro. También existen otras formas de calidad
como son Vino de Calidad de Sierra de Salamanca, Vino de Calidad de Valtiendas, Vinos de
Calidad del Valle de Benavente o la Indicacion Geogréafica Protegida (IGP) Vinos de Tierra de
Castillay Leon.

En la Figura 3 se muestra la localizacion geografica a nivel de Castilla y Ledn en la que se
encuentran estas marcas de calidad. Como se puede apreciar muchas Denominaciones estan liga-

das al rio Duero.
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Figura 3. Distribucidn de las marcas de calidad en Castilla y Leon.

(Fuente:(http://www.itacyl.es/opencms_wf/export/system/modules/es.jcyl.ita.module.noti-

cias/elements/galleries/galeria_downloads/J.A._Rubio_Proc._Recuperacixn_Var_Min.pdf, 2017)

Segun la zona de CyL hay una adaptacion de las distintas variedades de vid lo que da lugar
a diferentes D.O. con las cuales se elaboran los diferentes vinos de calidad de esta Comunidad,
en la Tabla 2 se muestran las diferentes variedades de uva empleadas tanto para la elaboracion de
vinos tintos como blancos segun las D.O. que hay:

Tabla 2. Variedades de uva segin D.O.

D.O. Variedad de uva empleada
Tinta Blanca
Arlanza Tempranillo -
Arribes Tempranillo, José Garcia, Malvasia
Rufete
Bierzo Mencia Godello, Dofia Blanca
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Cigales Tempranillo, Garnacha Verdejo
Ribera del Duero Tempranillo -

Rueda Tempranillo Verdejo

Tierra de Ledn Prieto Picudo, Mencia Albarin blanco, Gode-
llo, Verdejo
Tierra del vino de Zamora Tempranillo Verdejo, Malvasia,

Moscatel
Toro Tinta de Toro -

Para este trabajo se us6 la variedad tempranillo por considerarla una de las mas importantes

de Castillay Leon. En el siguiente apartado se redactan algunas consideraciones de esta variedad.

1.2.4. Variedad tempranillo

Desde Vivai Cooperative Rauscedo y su Catalogo general de las variedades de uva de vino
y de mesa, se extrae una amplia informacion sobre la variedad tempranillo. Es una variedad ori-
ginaria de la Rioja y cultivada en numerosos vifiedos experimentales de todo el mundo. Parece
que el nombre deriva del término “temprano”, es decir, precoz, debido a su tendencia a madurar
precozmente. Se trata de una variedad muy difundida, cultivada también en Portugal (1.800 ha en
el afio 2000), en el sur de Francia, Argentina, EEUU, Australia, Marruecos, Brasil, Venezuela,
Uruguay, México, Tailandia. Se conoce con varios nombres: Tinta del Pais, Tinto de Toro, Tinta
Fina, Cencibel (en la region espafiola de la Mancha), Tinto de Madrid, Ull de Llebre (en Cata-
lufia), Ojo de Liebre. Ademas, recibe el nombre de Aragonez y Tinta Roriz en Portugal (Rauscedo,
2013).

Algunas de sus caracteristicas mas representativas a tener en cuenta son:

— Caracteres ampelograficos: pAmpano de apice abierto, algodonoso, blanco, ligera-
mente carminado. Hoja grande, con cinco Iébulos y el I6bulo central prolongado;
seno peciolar en U con bordes que tienden a cerrarse y sobreponerse ligeramente,
senos laterales superiores con bordes sobrepuestos, senos inferiores profundos;
borde tomentoso, ondulado, dientes de medios a grandes con lados rectos. Racimo
mediano-grande, cilindrico, prolongado, con un ala, compacto y de peso mediano

300 g. Baya mediana, redonda.
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— Aptitudes de cultivo: cepa de buen vigor y porte erguido. Se adapta a todos los
tipos de suelos y climas, prefiriendo suelos bien orientados y climas secos. Ade-
mas, se adapta bien a las condiciones de cultivo tropicales, donde proporciona pro-
ducciones buenas y constantes (Tailandia, Venezuela y nordeste de Brasil). A ve-
ces, puede sufrir quemaduras de las hojas y blogueo de la maduracién debido a una
insolacion intensa, con efectos negativos en la calidad de los mostos.

— Formacién y poda: se adapta a formaciones y podas diversas, tanto en cepas bajas
con pulgares cortos, como a espaldera con podas largas Guyot.

— Epoca de brotacion: media-precoz.

— Epoca de maduracion: media-precoz.

— Produccion: media.

— Sensibilidad a las enfermedades y adversidades: sensible a la botrytis, al mildiu y
al oidio. Poco sensible a las heladas primaverales, sensible al corrimiento. Sensible
al viento célido.

— Potencial enoldgico: proporciona vinos de color intenso y estable, adecuado para
el envejecimiento en barricas de elevada graduacion alcohélica, de acidez media o
ligeramente baja, bien equilibrados con el tipico aroma a hoja de tabaco y especias.
Se utiliza a menudo en mezclas con otras variedades de baya roja, como Cabernet

Sauvignon, Carifiena, Merlot o Monastrell.

Clones en multiplicacion: Tempranillo VCR379; clones franceses: Inra-Entav 770, 776;
clones espafioles: RJ26, 43, 75, 78, 79; Tinta del Pais C.L.16, 32, 98, 117, 179, 261; Tinto de
Toro 271, 280, 292, 306, 311, 326. Clones de proxima solicitud de homologacién: Tempranillo
VCR224, VCRA472, VCRATS.

El portainjertos también conocido como patrén o pie, es la parte sobre la que va injertada
la variedad o cultivar por ser resistente a filoxera y por adaptarse mejor a las condiciones del
suelo. Después del gran devastador ataque a las vides espafiolas que dejé practicamente al terri-
torio sin ellas, se empez0 a estudiar mas los patrones, conociendo asi mas y mejores caracteristicas
importantes para su uso. Actualmente el que més se emplea es el Richter 110 (R-110) por varias

razones como se explica en la Tabla 3.
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Tabla 3. Patrones de vid y caracteristicas.

Resistencia a diferentes factores del suelo

Resistencia a caliza activa  Resistencia a sequia  Resistencia a_humedad Resistencia a_nematodos

SO4 15% Baja Elevada Muy resistente
R-110 17% Elevada Baja Resistente
1103 P 17% Elevada Media Muy resistente
161-49C 25% Media-Baja Media Sensible

140 Ru 40% Elevada Baja Resistente
41-B 40 Media Baja Sensible

Efectos del porta injerto sobre la variedad de vid o cultivar

Vigor Ciclo vegetativo Maduracién Sistema radicular
161-49C Vigor Medio Largo Adelanta Intermedio
S04 Vigor Medio Corto Adelanta Rastrero
R-110 Vigoroso Largo Retrasa Intermedio
1103 P Muy vigoroso Largo Retrasa Intermedio
140 Ru Muy vigoroso Largo Retrasa Intermedio
41-B Vigor Medio Muy Corto Adelanta Rastrero

(Fuente: elaboracion propia a partir de http://www.vitivinicultura.net/portainjertos-que-es-un-
portainjertos.html, 2014)

El portainjerto R-110 es el mas utilizado en la viticultura espafiola y el segundo en la fran-
cesa. EI 50% de las plantas de vid que se producen actualmente son con este portainjerto. Debido
a su polivalencia tanto para climas como suelos, se encuentra distribuido de norte a sur por toda

la geografia espafiola. EI R-110 tiene un buen grado de tolerancia a la filoxera radicicola.

Debido a las buenas caracteristicas que presenta el R-110 y la amplia extension en el marco

espariol se eligio este patron para las vides del estudio.

Como el resto de variedades, el tempranillo es sensible a las enfermedades del decaimiento

de la madera y Trichoderma spp. ayuda a proteger y combatir esas enfermedades, pero se necesita
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conocer cdmo se mueve en el interior de la planta. En este estudio se pretende dar respuesta a

ello.
1.2.5. Caracteristicas de la formacion de la madera y la poda

El tallo crece en longitud formando al mismo tiempo los 6rganos laterales (ramas, hojas,
flores y frutos), y, ademas, crece en grosor. Este crecimiento en grosor puede ser de dos tipos:
crecimiento primario o secundario. Los tallos con crecimiento primario son aquellos en los que
el crecimiento en longitud y en grosor depende de los meristemos apicales y de los meristemos
intercalares. Mientras que en los tallos con crecimiento secundario, el crecimiento en grosor se

debe a los meristemos cAmbium vascular y felégeno (Megias, 2015).

Antes de proceder a la poda los tallos de la planta deben desarrollarse. Este desarrollo se
divide en crecimiento primario y crecimiento secundario. La mayoria de las monocotiledéneas
solo presentan el crecimiento primario mientras que la mayoria de las dicotiledoneas (como la
vid) y todas las gimnospermas tienen tallos que pasan por el crecimiento primario y secundario
(Megias, 2015).

Durante el crecimiento primario se observan los siguientes tejidos: epidermis, corteza y

tejidos vasculares (xilema y floema primarios) (Megias, 2015).

El crecimiento secundario del tallo es una consecuencia de la actividad del cambium vas-
cular. Durante el cambio de crecimiento primario a secundario lo primero que ocurre es la forma-
cion del meristemo denominado cambium vascular a partir del procambium y de la diferenciacion
del parénguima interfascicular. EI cambium vascular completamente desarrollado tiene general-
mente forma de cilindro completo, sus células se dividen y diferencian formando floema secun-
dario hacia fuera y xilema secundario hacia dentro. De esta manera, los tejidos vasculares prima-
rios formados previamente, van alejandose uno de otro, y sobresalen de los cilindros de tejido

vascular como pequefios grupos a modo de ufias (Megias, 2015).

La actividad del cambium vascular produce unos anillos de crecimiento anuales que quedan
internos al propio meristemo, por lo que el cambium vascular progresivamente se aleja del eje del
tallo. Esto es lo que produce el crecimiento en grosor de los tallos. Los elementos méas antiguos
producidos por el cambium vascular son los mas alejados y los recién formados estan en contacto
con el propio cambium vascular. En los tallos lefiosos aparecera posteriormente otro meristemo
mas superficial que es el fel6geno, del cual deriva la peridermis o corteza del tallo, y que sustituye

a la epidermis existente hasta el momento (Megias, 2015).

Heridas en la corteza, asi como las heridas causadas en la poda son via de entrada para las

enfermedades de la madera de la vid.

10
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En las plantas dicotiledoneas herbéceas es normal que el cambium vascular no forme teji-
dos de manera homogénea en toda la circunferencia del tallo. En estos casos el cambium fascicu-
lar (localizado entre los vasos conductores) es el Gnico que forma vasos mientras que el cambium
interfascicular solo produce un tipo celular especializado llamado fibras. Asi se forma un anillo
de xilema que no es homogéneo, sino que tiene sectores especializados en funciones de tipo me-
canico. En otros casos, como en la vid, el cambium interfascicular solo da parénquima (Megias,

2015) De manera esquematica el proceso queda reflejado en la Figura 4.

Tallo primario Tallo secundario
; v N~
Cambium [ Yl & % L & Y Cémbium
lfascicular /" vascular
\ . 5 )
o " .‘ 'A.. Ay A’ ‘ ‘A ‘,/’ N
-~ | \ \ Y,
Xilema 1° Floema 1° ‘: Floema 29 ilema 25
Cambium 4

interfascicular

ekl BN B BN B | = =
Cambium =S —— — [ .
vascular | ———— - —-

Hoema 2°

Divisidn perichnal Division anticlinal

Figura 4. Transformacion de un tallo primario en un tallo secundario gracias a la generacién de
cambium vascular a partir de cambium fascicular y el interfascicular

(Fuente: (Megias, 2015)

En un tallo que presente crecimiento secundario tipico tenemos peridermis, haces vascula-
res y medula. La peridermis se produce por el meristemo lateral denominado fel6geno. Aparece
en los tallos con crecimiento secundario desarrollado. La parte mas externa o stber se convierte
en lo que vulgarmente denominamos corteza. Dentro de los haces vasculares tenemos el floema
y xilema secundarios; el floema secundario es el producido por el cambium vascular hacia la
superficie del tallo. Sus partes méas viejas, mas externas van degenerando progresivamente y for-
man parte de la corteza. Por otro lado, el xilema secundario es producido hacia el interior de la
planta, es el tejido que va conformando la mayor parte de la madera de los troncos y es el que
forma los anillos de crecimiento anuales. Por ultimo, la médula es la parte mas interna del tallo
formado por células parenquimaticas (Megias, 2015) Se pueden apreciar estos detalles en la Fi-

gura 5.
11
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R,
-~ : LA
Parénquima y‘*
dular |\

¥
r"\}f-.
\

]

_Parénquima
cortical

Figura 5. llustracion de tallo con crecimiento secundario en vid. Técnica empleada: corte de vibra-
tomo tefiido con azul alcian

(Fuente: Megias, 2015)

Una vez formados los tallos, en el momento adecuado se procede a la poda. La poda es la
practica con la que se forman las plantas y trata de equilibrar el potencial vegetativo, regulando
la cantidad y calidad de los frutos. Se puede efectuar con madera lignificada, denominandose

poda en seco o poda de invierno o con los brotes herbéaceos, denominada poda en verde.

Las vides que se utilizaron para este estudio fueron podadas en seco una vez que se produjo

la caida de la hoja y la planta entrd en parada vegetativa.

La poda en seco se realiza en la estacion de invierno, desde la caida de las hojas hasta el
comienzo del lloro, hay que hacer los cortes imprescindibles ya que son puerta de entrada de
hogos de la madera. La poda en verde consiste en eliminar manualmente aquellos brotes antici-

pados que no son necesarios para la formacion de pulgares (Megias, 2015).

La doble poda es una técnica de poda con dos cortes periddicos: la primera se hace al fina-
lizar el otofio 0 comienzos del invierno. Al final del invierno un segundo corte elimina el exce-
dente de madera, quedando solo dos botones de yemas. Es en este momento es cuando los poten-
ciales sarmientos de invierno posiblemente infectados son eliminados dejando solo las yemas para

futuros brotes sanos (Mondello et al., 2015).

Otra posibilidad usada por viticultores para prevenir enfermedades causadas por hongos es
la poda tardia. Este método consiste en una poda realizada a principios del invierno hasta el final
0 comienzo de la primavera con el propdsito de tener la presencia de indculos de hongos el menor

tiempo posible (Mondello et al., 2015).

12
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Una poda que es Util para el control de enfermedades en el vifiedo es la poda minima. Se
podan solo varas largas durante el periodo de parada vegetativa. Cada dos o tres afios se poda el
vifiedo solo para el mantenimiento de la forma. Esta teoria de la poda minima pretende reducir el
numero de heridas de poda y la presencia de necrosis y patégenos (Mondello et al., 2015). La
presencia de patdgenos puede dar lugar a enfermedades de la madera de la vid. Algunas de las
mas importantes y perjudiciales se comentan a continuacién: yesca, causada por Phaeoacremo-
nium aleophilumy Phaeomoniella chlamydospora. es una de las enfermedades més antiguas afec-
tando principalmente a vides de méas de 25 afios causando decoloraciones y necrosis internervia-

les; enfermedad de Petri, causado por mismos hongos de antes se considera que la enfermedad de

Petri puede ser precursora de la yesca; eutipiosis, causado por Eutypa lata produce pampanos
débiles, entrenudos cortos, hojas pequefias y deformadas; brazo muerto, principalmente intervie-
nen los hongos Diplodia seriata y Diplodia mutila produciendo necrosis superficiales y brazos y
tronco que pueden llegar hasta el punto de injerto y pie negro, en Espafia principalmente actian
los hongos Cylindrocarpon macrodidynum y Cylindrocarpon liriodendri que hacen que las plan-
tas presenten escaso vigor, con tallos de poco grosor, poco follaje y con clorosis y necrosis.
(Garcia-Jiménez, Raposo and Armengol, 2010)

Otra técnica de poda es el sistema de poda respetuosa con el flujo de savia 0 Guyot-Pous-
sard. En la actualidad, una hipétesis difundida es que la poda respetuosa con el flujo de savia
reduce la probabilidad de nuevas infecciones debido al pequefio tamafio y al bajo nimero de las
heridas de poda. Algunos sistemas de conduccidn requieren reconduccidn y cortes de renovacion
comunes en los vifiedos mas antiguos que podrian ser evitados con este método de poda
(WinetWork, 2015) La secuencia del proceso para Guyot-Poussard se muestra en la Figuras 6 y
7.

Figura 6. Esquema de la formacion de la técnica Guyot-Poussard.
(Fuente: WinetWork, 2015)
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Figura 7. Poda respetuosa con las rutas de savia hecha en la zona norte de Italia (técnica Guyot-
Pousard)

(Fuente: WinetWork, 2015)

Para este estudio se llevé a cabo una poda en Guyot Simple, por lo que se pretende
conseguir que Trichoderma spp. se mueva por los haces vasculares después de inocularlo

en invierno a través de la herida de poda.
1.3. Trichoderma spp.

El género Trichoderma esta formado por hongos que son filamentosos y pertenecen a la
Division Deuteromicota y dentro de ésta, a la Clase de los Hifomicetos (producen conidios o
esporas asexuales) (Gams et al., 1987).

Dado que presenta una gran variedad de aplicaciones biotecnoldgicas, es uno de los géneros
mas estudiados en estos campos de investigacion. En el grupo GUIIAS de la E.S.T.l.A se inves-
tiga con varias aplicaciones de control biol6gico que presenta el Trichoderma spp. Este estudio
se centra en como se mueve en las plantas de vid con el fin de combatir enfermedades de la
madera, que son causantes de muerte de las plantas y pérdidas cuantiosas de produccion en los

vifiedos.

El género Trichoderma. se describio hace mas de 200 afios. Desde entonces y hasta la lle-
gada de las técnicas moleculares, la taxonomia del género se basé en criterios morfol6gicos, que
son herramientas subjetivas, imprecisas e ineficaces cuando se trata de diferenciar especies o cla-
sificar nuevos aislamientos dentro de este género (Tejerino, 2010).
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Los primeros estudios para caracterizar cepas de Trichoderma spp, no basados en criterios
morfoldgicos, aplicaron caracteristicas fisiolégicas y/o bioquimicas (Zamir y Chet, 1985). Ac-
tualmente el uso de técnicas moleculares como RFLPs (Restricition Fragment, Length Polymorp-
hism) perfiles RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA-PCR) secuencias de distintas zonas
de genoma o marcadores SCAR (Sequence-Characterized Amplified Region) se estan impo-
niendo, para la identificacion de cepas, la sistematica del género y la monitorizacion de agentes
de biocontrol (Muthumeenakshi et al., 1994)

Las especies del género Trichoderma spp. son cosmopolitas y versétiles a la hora de asen-
tarse, esto quiere decir que pueden vivir en suelos forestales, agricolas o pastos entre otros. Son
capaces de adaptarse a diferentes condiciones climaticas, habiendo estudios por todo el mundo.
Principalmente habitan en el suelo o0 en madera en descomposicién (Kraus et al., 2004). Debido
a gue se pueden encontrar en gran variedad de sustratos se presenta esa alta variedad de cepas del
hongo. A pesar de todo, Trichoderma spp. prefiere suelos acidos ricos en materia organica siendo

esencial el hierro para su correcto desarrollo (Hubbard, Harman and Hadar, 1983)

La mayoria de las especies de Trichoderma spp. producen grandes cantidades de conidios
que por lo general son de color verde formados a partir de células conididgenas, se puede apreciar
en la Figura 8. Los conidiéforos son muy ramificados, estan tabicados y contienen méas de un
nlcleo. Los conidios son ovoides y con un solo ntcleo. En condiciones de estrés pueden producir

clamidiosporas (Lewis, J. A., Papavizas, 1984)

Figura 8. Trichoderma spp

(Fuente: Larignon, Kortekamp and Fontaine, 2015)
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El momento apropiado para recoger las esporas es cuando esta con el color verdoso
ya que esto nos indica que esté esporulado. Para este trabajo con el mismo tiempo de desa-
rrollo, unos Trichodermas spp. se desarrollaron més pronto que otros, pero de todos y cada
uno de ellos se pudo obtener esporas.

1.3.1. Biologia

Las especies pertenecientes al género Trichoderma spp. se caracterizan por ser hongos sa-
profitos, que sobreviven en suelos con diferentes cantidades de materia organica, los cuales son
capaces de descomponerla y en determinadas condiciones pueden ser anaerobios facultativos, lo
que les permite mostrar una mayor plasticidad ecoldgica. Las especies de Trichoderma spp. se
encuentran presentes en todas las latitudes, desde las zonas polares hasta la ecuatorial. Esta dis-
tribucion tan amplia y su plasticidad ecoldgica estan estrechamente relacionadas con la alta capa-
cidad enzimatica que poseen para degradar sustratos, un metabolismo versatil y resistencia a in-

hibidores microbianos (Infante et al., 2009).

Los sustratos que Trichoderma spp. puede utilizar en su crecimiento son muy variados,
aungue muestra preferencia por los suelos acidos y ricos en materia organica, siendo el hierro un

elemento esencial para su correcto desarrollo (Kubicek and Harman, 1998)

El género Trichoderma spp. es un excelente modelo para ser estudiado debido a su facil
aislamiento y cultivo, rapido desarrollo en varios sustratos y por su condicion de controlador bio-

légico de una amplia gama de fitopatdgenos (Fernandez, 2006)

La mayoria de las colonias de Trichoderma spp. en su inicio tienen color blanco, que se
tornan a verde oscuro o amarillento, con esporulacion densa. El micelio es ralo en su mayoria, y
visto al microscopio es fino, los conidiéforos son ramificados, parecen un arbol pequefio. Los
mismos se presentan como penachos compactados que forman anillos con un sistema de ramas
irregular de manera piramidal. Estos terminan en fialides donde se forman las esporas asexuales
o0 conidios, de gran importancia para la identificacion taxonémica a nivel de especies. Los coni-
dios aseguran las generaciones del hongo durante gran parte del periodo vegetativo de las plantas
(Rifai, 1969). Son haploides y su pared estd compuesta por quitina y glucanos (Harman, 2004).
Ademas de los conidiéforos, éstas se pueden producir sobre fidlides que emergen directamente
del micelio (Infante et al., 2009).

En la Figura 9 se aprecia la evolucion de Trichoderma spp. desde su siembra hasta la for-

macion de conidios como se ve en la Figura 10.
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Figura 9. Evolucion de Trichoderma spp. desde “blanco” hasta “verde oscuro”

Fialide Conidios

Conidioforo

Figura 10. Conidios y conidi6foros de Trichoderma ssp (400x)
(Fuente: Infante et al., 2009)

La accion biocontroladora de Trichoderma spp. es muy amplia, pueden ser por competen-
cia por espacio y nutrientes, el micoparasitismso, la antibiosis entre otras. Para ello, Trichoderma
spp. necesita estar en la planta y moverse dentro de ésta, en este estudio se pretende dar respuesta
a como se mueve este hongo en las plantas de vid a diferentes concentraciones de esporas que

previamente han sido inoculadas en los cortes después de podarlas.

Ademas, se conoce que Trichoderma spp. presenta otros mecanismos, cuya accion biorre-
guladora es de forma indirecta. Entre estos se pueden mencionar los que elicitan o inducen meca-
nismos de defensa fisiol6gicos y bioquimicos como es la activacion en la planta de compuestos
relacionados con la resistencia (Induccion de Resistencia) (Harman, 2000) con la detoxificacion
de toxinas excretadas por patdgenos y la desactivacion de enzimas de estos durante el proceso de
infeccion; la solubilizacion de elementos nutritivos, que en su forma original no son accesibles
para las plantas. Tienen la capacidad, ademas, de crear un ambiente favorable al desarrollo radical
lo que aumenta la tolerancia de la planta al estrés (Harman, 2000).
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1.3.2. Trichoderma spp. como agente de control bioldgico

Las enfermedades vegetales causadas por bacterias, virus u hongos son las causantes de
cuantiosas perdidas en el sector agricola. Entendemos por control biolégico como la utilizacion
de organismos naturales o modificados, genes o productos génicos, para reducir los efectos de
organismos indeseables y para favorecer organismos Utiles para el hombre, tales como arboles,

cultivos, animales o microorganismos beneficiosos (Flint and Dreistadt, 1998).

Hace casi 20 afios que Weindlin describio la capacidad antagonista de Trichoderma ligno-
rum (T. viride) sobre el patdgeno Rhizoctonia solani. Este autor sugirié que se usaran inéculos de
T. viride para controlar a ciertos patdégenos y desde entonces han surgido T. harzianun, T. viride
y T. virens (Monte, 2001).

A continuacion, se detallan brevemente los mecanismos mediante los cuales Trichoderma

ejerce su accion:
1.3.2.1. Micoparasitismo

Se define el micoparasitismo como la relacién que un organismo establece con un hongo
huésped, de manera que se beneficia del mismo, normalmente obteniendo nutrientes, sin aportarle
nada a cambio y en ocasiones causando la muerte. Cuando ocurre esto se Ilama micoparasitismo
necotrofico (Tejerino, 2010).

Las especies de Trichoderma spp. tienen un elevado potencial parasitico, con una actividad
metabolica muy particular, que les permite parasitar eficientemente las estructuras fungicas de los
hongos (Infante et al., 2009).

El micoparasitismo se da en varias fases:

Primero Trichoderma spp. localiza el patdgeno y comienza a crecer por tropismo hacia él
(Lu et al., 2004) Esta deteccion a distancia se debe a un gradiente quimico generado por una

secrecion secuencial de enzimas que degradan la pared celular de los hongos (CWDES).

Posteriormente los hongos entran en contacto y es cuando Trichoderma spp. se enrosca
alrededor de su presa y forma estructuras de tipo apresorio, con las que podra penetrar en el inte-
rior de las hifas del patdgeno (Inbar and Chet, 1992). Una vez en contacto Trichoderma spp.

produce varias CWDEs y antibi6ticos, como peptaiboles (Degenkolb et al., 2006)

Por ultimo, Trichoderma spp. entra en el interior del micelio hospedador y digiere el con-
tenido intracelular del hongo ademas de otros cambios morfol6gicos en el hospedador
(Benhamou, 1997)
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1.3.2.2.  Competencia por los recursos

La competencia es un aspecto importante del control bioldgico y ocurre cuando dos 0 méas
microorganismos requieren un mismo recurso (nutrientes, oxigeno, luz ...) en mayor medida de
lo que esta disponible de forma inmediata. Trichoderma spp. se encuentra en casi todos los suelos
y también en hébitats naturales que contienen grandes cantidades de materia organica, donde se

comporta como un excelente descomponedor de materia vegetal y fungica. (Tejerino, 2010).

La competencia por nutrientes puede ser por nitrégeno, carbohidratos no estructurales (azu-
cares y polisacaridos como almiddn, celulosa, quitina, laminarina, y pectinas, entre otros) y mi-
croelementos. La competencia por sustrato o espacio depende de si el mismo esta libre de pat6-

genos (sustrato estéril) o si hay una micobiota natural (Infante et al., 2009).

Algunas especies de Trichoderma spp. son resistentes a fungicidas y otros productos qui-
micos, lo que le hace interesante, junto a la velocidad de crecimiento y adaptacion a climas muy
diversos, a la hora de colonizar suelos donde desarrollar su actividad controladora (Malmierca,
2013).

La alta adaptabilidad ecoldgica que muestran especies de Trichoderma spp. hacen de él un
buen candidato para usarlo en aplicaciones de biocontrol en diferentes habitats (Klein and
Eveleigh, 1998)

Por ejemplo, la competicién de T. harzianum por el espacio fisico es un mecanismo parti-
cularmente importante para el control biol6gico de fitopatégenos como B. cinerea, causante de la

“podredumbre gris” en racimos de uva (Dubos, Jailloux and Bulit, 1982)

Algunos ejemplos de como controla Trichoderma spp. al patégeno son los siguientes casos

de ensayos dual que muestran en la Figura 11.

Figura 11. Ensayo dual.
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1.3.2.3. Promocién del crecimiento

En los ultimos afios se ha comprobado la capacidad de ciertas cepas de Trichoderma (como
T. harzianumy T. virens) para estimular el crecimiento y el desarrollo de las raices de las plantas,
lo que se traduce en un incremento de la productividad (Harman et al., 2004)

Como dice Malmierca (2013) en resumen, Trichoderma spp. como Agente de Control Bio-

légico (ACB) proporciona las siguientes ventajas:

- Elevada capacidad de germinacién.

- Habilidad para sobrevivir en condiciones muy adversas.

- Eficiencia en la utilizacion de nutrientes.

- Capacidad para modificar la rizosfera.

- Agresivo con otros microorganismos.

- Eficacia para promover el crecimiento y los mecanismos de defensa de las plantas
(Benhamou, 1997)

En lo relativo a las plantas, Trichoderma spp. promueve el crecimiento, confiere tolerancia
a estreses abidticos (hidrico, salino, térmico, oxidativo) e induce la respuesta defensiva frente a
patdgenos. Las cepas de este hongo deben ser excelentes competidoras en la rizosfera y deben
tener capacidad suficiente para colonizarla (Harman, 2006). Como simbiontes, recibe nutrientes
de las plantas y un lugar que colonizar a la vez que mejoran la toma de nutrientes y la capacidad
defensiva de éstas (Woo and Lorito, 2007)

1.3.2.4. Induccidén de mecanismos de defensa

Segin Amal Al Omari (2010) y haciendo referencia a otros autores, la capacidad de distin-
tas cepas de Trichoderma spp. para proteger a la planta frente a patdgenos de raiz se atribuyo,
durante mucho tiempo, a un efecto directo contra el patégeno (Inbar and Chet, 1992). Sin em-
bargo, se ha demostrado que la asociacion directa de Trichoderma con las raices de la planta,
estimula los mecanismos de defensa de la misma (Yedidia, Benhamou and Chet, 1999) lo que
conlleva a una resistencia contra varios tipos de microorganismos fitopatdgenos e incluso nema-
todos (Harman et al., 2004). Esta resistencia inducida no es especifica de un determinado tipo de
planta y puede ser localizada o sistémica, capacitandola para ejercer una respuesta mayor y mas
répida ante el ataque de patdgenos (Conrath et al., 2006). Esta respuesta incluye la secrecion de
peroxidasas, la sintesis de fitoalexinas, la expresion de genes que codifican proteinas relacionadas
con la patogénesis o “PRs” (proteinas producidas por la planta como respuesta a patdgenos y
heridas), la biosintesis de compuestos terpénicos o el aumento de los niveles de &cido salicilico y

acido jasmonico. (Howell et al., 2000)
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1.3.25.  Antibiosis
La antibiosis consiste en la inhibicién del crecimiento de un organismo por el producto
metabdlico de otro. Muchas cepas de Trichoderma spp. liberan metabolitos secundarios, volatiles
y no volétiles (Cardoza et al., 2007). La actividad antibiética de Trichoderma spp. fue detectada
por primera vez por Weidling en 1932.

Trichoderma spp. excreta muchos metabolitos dentro de ellos enzimas (celulasas, glucana-
sas, lipasas, proteasas y quitinasas) que participan en la lisis de la pared celular de las hifas del
hospedante, facilitando la insercion de estructuras especializadas y de hifas de Trichoderma spp.
que absorben nutrientes del interior del hongo fitopatégeno (Klein and Eveleigh, 1998)

Muchas cepas de Trichoderma spp. producen metabolitos secundarios volatiles y no vola-
tiles, algunos de los cuales inhiben el desarrollo de otros microorganismos con los que no hacen
contacto fisico. Tales sustancias inhibidoras son consideradas “antibioticos” (Kubicek and

Harman, 1998)

La produccién de metabolitos secundarios es dependiente de la cepa y de las condiciones
ambientales, que determinan que compuestos se sintetizaran y en qué cantidad (Cardoza et al.,
2007).

Como clasifica Amal Al Omari (2010) de manera general, en base a las estructuras identi-
ficadas hasta ahora de los diferentes metabolitos que exhiben actividad antibidtica en Tricho-

derma spp. se pueden distinguir dos grupos principales:

Metabolitos de bajo peso molecular (< 3000 Da) y volatiles: incluyen compuestos aroma-

ticos sencillos, poliquétidos como pironas y butenolidos, termpenos volatiles y de tipo isociano,
sustancias relativamente no polares que tienen una presion de vapor significativa. En el ambiente
del suelo, estos compuestos organicos volatiles (VOCs) podrian recorrer distancias a través del
sistema edafico y la rizosfera, y mejorar la condicion de un organismo al mejorar la fisiologia de
otros organismos competidores, como sucede con la 6-pentil-a-pirona (6PP) (Keszler y col., ci-
tado en Tejerino, 2010).

Metabolitos de alto peso molecular vy polares: incluye peptaiboles que puede exhibir su

actividad en interaccion directa por contacto entre especies de Trichoderma spp. y sus antagonis-
tas (Kubicek and Harman, 1998)

Entre los metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana més representativos del
género Trichoderma spp. estan los peptaiboles, los poliquétidos y los terpenos (Cardoza et al.,
2007).
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Trichoderma spp. en la planta de vid

Las especies de Trichoderma spp. sirven como agentes de biocontrol para proteger las he-
ridas de poda de las vifias contra hongos patégenos de la madera (Mutawila et al., 2011). Debido
a la mayor preocupacion publica por un entorno seguro, las estrategias de biocontrol contra los
hongos causantes de enfermedades de la madera con el fin de reemplazar o sustituir a los produc-

tos quimicos, son cada vez mas interesantes.

El efecto de supresion de Trichoderma spp. sobre el patégeno podria ser debido a las espe-
cies mismas de este hongo, podria ser el resultado de la interaccion de Trichoderma-planta o el
resultado de ambas a la vez. Ensayos in vitro han demostrado las propiedades antagonistas de
Trichoderma spp. contra patdgenos de la madera de la vid mediante micoparasitismo, antibiosis
con compuestos volatiles y no volatiles y la competicion por nutrientes y espacio (John et al.,
2005)

Las vides responden a la infeccidn del tejido vascular produciendo geles y tilosis que ocu-
pan los vasos y que proporcionan barreras mecanicas y biomecéanicas que compartimentan la in-
feccion y detienen o restringen la propagacion del patégeno. La tilosis son extrusiones celulares
formadas a partir de células parenquimatosas en el interior del vaso xilematico. Mientras que los
geles son sustancias fluidas segregadas en el interior del vaso desde las células parenquimatosas.
Se pueden apreciar en mas detalle en la Figura 12 (Mutawila et al., 2011)

Figura 12. Tilosis y gomas en vaso de xilema.
(Fuente: Mutawila et al., 2011)

Segun Mutawila et al (2011) en su estudio de como Trichoderma spp. protege contra pato-
genos de la madera, dice que tras un estudio histolégico Trichoderma spp. crece de manera mas

extensa en el xilema que en la medula, en el interior de la planta de vid.
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En viticultura esta demostrado que el uso de cepas de Trichoderma spp. reduce la inciden-
cia de enfermedades, protege contra hongos del suelo y mejora el sistema radicular de las nuevas
plantas de vid.

Las enfermedades de la madera de la vid son un grupo de hongos patégenos emergentes
que llegan a causar graves problemas y dan lugar a diferentes enfermedades al colonizar la ma-
dera. Representan un grave problema en todos los vifiedos del mundo y principalmente son Pie

negro, Enfermedad de Petri, Yesca, Eutipiosis o Brazo muerto.

Los efectos como agente de control biolégico dependen de las condiciones climéticas y de
qué tipo de Trichoderma spp. es. Aun asi, las distintas especies colonizan las heridas de poda y
previenen contra la entrada de patdgenos que englobamos como enfermedades de la madera de la
vid. Trichoderma spp. debe ser aplicado todos los afios para prevenir mejor (Winetwork et al.,
2015).

Diversos estudios segin Malmierca (2013) han revelado que la interaccion Trichoderma-
planta da lugar a cambios en el transcriptoma y proteoma de la planta. Los compuestos fingicos

implicados en la induccién de respuestas en la planta incluyen:

Enzimas hidroliticas: xilanasas, celulasas, endoquitinasas, etc. Inducen la expresion de pro-

teinas relacionadas con defensa, la biosintesis de fitoalexinas, el crecimiento de la raiz o la resis-

tencia a enfermedades.

Peptaiboles: son pequefios péptidos lineales (de entre 7 y 20 residuos) producidos por una
péptido sintetasa no ribosomal. Se ha demostrado su actividad antimicrobiana y su capacidad para

inducir respuestas de defensa en plantas.

Oligosacéridos y compuestos de bajo peso molecular: inducen la expresion de proteinas

relacionadas con patogenicidad (PR), la lignificacion en el lugar de la infeccion y la generacion

de ROS, y también reducen la respuesta defensiva en la planta.

A la luz de todos los conocimientos existentes y los resultados obtenidos por las maltiples
investigaciones relacionadas en el Grupo Universitario de Investigacion en Ingenieria y Agricul-
tura Sostenible (GUIIAS) de la Escuela de Ingenieria Agraria y Forestal en Ledn (EIAF) en este
ambito se hace interesante conocer como se mueve Trichoderma spp. dentro de las plantas de vid.
Este estudio se centra en dar respuesta a ello mediante la inoculacion de Trichoderma spp. a di-
ferentes concentraciones en plantas de vid de la variedad tempranillo colocadas en macetas cuyo
periodo vegetativo ha sido controlado desde la plantacion hasta la poda e inoculacion de Tricho-

derma spp. para su posterior estudio del movimiento interno en las vides.

Se debe tener en cuenta que Trichoderma spp. se utiliza como tratamiento preventivo ya

que curativo en su totalidad ain no hay estudios que lo demuestren fielmente. Siempre y cuando
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se den las condiciones adecuadas este hongo puede prevenir eficazmente las infecciones en las

heridas tras la poda colonizando en un periodo corto de tiempo los tejidos de la madera que estan

por debajo hasta 1-2 cm y podria inhibir la germinacion de esporas indeseadas (Marco, 2014).

Para un buen resultado debe de ser aplicado en las heridas de la poda lo antes posible y en condi-

ciones climatoldgicas que no sean adversas tales como la lluvia ya que

gico a base de Trichoderma spp..

lavaria el producto biolo-

En este estudio no se da el problema de la climatologia adversa ya que se desarrolla en los

invernaderos y fitotrones de la universidad.

Resumiendo, se exponen los efectos mas significativos de este hongo en la Figura 13.
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Figura 13. Trichoderma spp. y efectos beneficiosos para la planta.

(Fuente: Mayo, 2015)
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2.- OBJETIVOS

El objetivo del presente estudio es evaluar la capacidad de colonizacion de distintos aisla-
dos de Trichoderma spp. procedentes de vifiedo sobre la madera de la vid, asi como su capacidad
de persistencia durante la fase de parada vegetativa. Se compararan los resultados entre ellos con
el fin de evaluar si existen diferencias entre los distintos aislados y si ha existido un movimiento
dentro de la propia planta, manifestando con ello la capacidad de persistencia sobre la misma

durante un largo periodo de tiempo.
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3.- MATERIAL Y METODOS

Este estudio se desarrollé en los laboratorios de investigacion, que se encuentran
ubicados en la EIAF.

3.1. Materiales

3.1.1. Organismos utilizados

Los organismos utilizados para este estudio principalmente son dos: hongos filamentosos
y plantas de vid.

3.1.1.1. Hongos filamentosos

Se utilizaran aislados de suelo y planta de Trichoderma spp. En concreto se utilizaran 3
aislados de Trichoderma spp. que previamente han sido ensayados en laboratorio y que han sido
los que mejores resultados han obtenido frente a patégenos que causan enfermedades de madera
de vid. Cada aislado se aplic6 a una concentracion determinada, y se les denomina de la siguiente
manera: T1, es un aislado procedente de suelo, T2 y T3 son el mismo aislado pero ensayado a dos
concentraciones diferentes, por lo que en este ensayo se consideran de manera diferente. Y T4 es
un aislado procedente de planta.

3.1.1.2. Material vegetal
El material vegetal se compone de plantas de vid de un afio de edad de la variedad tempra-
nillo injertadas sobre R-110. Estas plantas se adquieren a raiz desnuda, como se muestra en la

Figura 14 en un vivero de la zona. Las vides disponen de pasaporte fitosanitario.

Figura 14. plantas de vid a raiz desnuda.
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Se usan 40 plantas y se hicieron 5 tratamientos con 8 repeticiones cada uno. Se tiene un
control como tratamiento 1 y los restantes tratamientos son cada uno de los cuatro aislados de

Trichoderma mencionados en el apartado anterior.

Las plantas de vid se desarrollaron en un invernadero y en un fitotron con unas condiciones
de temperatura y humedad controladas. En el apartado de metodologia se explicard mas detalla-

damente.

3.1.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo para hongos, bacterias y levaduras son esenciales en los laboratorios
donde se estudia fitopatologia por lo que, casi a diario se preparan y utilizan. Un medio de cultivo
es una mezcla de nutrientes que en condiciones adecuadas permite el crecimiento de los microor-

ganismos.

3.1.2.1. Medios de cultivo para hongos

Los medios usados fueron PDA y RBA+cloranfenicol
PDA

El medio Patata, Dextrosa y Agar (PDA), se trata de un medio de cultivo microbiolégico
generalista compuesto por:

- Extracto de patata 4 g/l

- Dextrosa 20 g/l

- Agar 159/l

- pHfinal 5,6 +/- 0,2 (at 25°)

RBA + cloranfenicol
El medio Rosa Bengala Cloranfenicol Agar (RBA+ Cloranfenicol) esta compuesto por:

- Dextrosa 10 g/l

- Peptona bacteriolégica 5 g/l
- Fosfato potésico 1 g/l

- Sulfato magnésico 0,5 g/l

- Chloramfenicol 0,1 g/l

- Rosa de Bengala 0,05 g/l

- Agar bacteriol6gico 15 g/l

- Phfinal 7,2 +/- 0,2 (at 25°C)

En la Figura 15 se hace una comparativa entre PDA y RBA de placas Petri preparadas en
laboratorio para el cultivo de hongos.
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Figura 15. medio RBA (izquierda) y medio PDA (derecha).

3.1.2.2. Sustratos para plantas
Las plantas de vid fueron plantadas en macetas de 16 cm de didmetro por 21,5 cm de alto
con sustrato (70%) y perlita (30%). El sustrato utilizado es para siembra Tipo 3 Special. Es una

turba negra tipo sphagnum y en la Figura 16 se detallan sus caracteristicas.

Figura 16. Informacién del saco de 70 L de sustrato para siembra Tipo 3 Special.
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La perlita utilizada es un material inorgénico transformado, compuesto por silicato de alu-
minio (Al), presenta una porosidad elevada (86-97%), es inerte y tiene baja capacidad de inter-
cambio cationico. Presenta algiin inconveniente como es que a pH bajo puede solubilizarse el Al
y resultar toxico para las plantas. Fue utilizada con el fin de retener agua en el sustrato.

La mezcla de turba y perlita se hizo con ayuda de una hormigonera procedente del Labo-

ratorio de Construcciones.

3.1.3. Instrumental

El instrumental utilizado se compone de los materiales cominmente usados en los labora-
torios asi otros materiales o instalaciones presentes en la EIAF, el material utilizado queda reco-

gido en la siguiente tabla, Tabla 4.

Tabla 4. Listado del instrumental empleado.

Instrumental genérico

Macetas
Hormigonera
Bascula
Béscula de precision
Lamparas fluorescentes
Guantes desechables
Tijeras
Pinzas
Mechero
Escalpelos
Asa de siembra
Pipetas
Puntas para pipetas
Eppendorfs
Placas Petri
Rotuladores
Agua destilada
Lejia
Etanol
Recipientes de cristal
Vasos de precipitados

Probetas
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Tijeras de podar
Manguera para agua
Regaderas

Instrumental especifico

Fitotron
Autoclave
Bolsas de autoclave
Cémara de flujo laminar
Microscopio
Cubreobjetos

Camara de Neubauer

3.2. Metodologia

Las metodologias y manera de proceder en cada momento se detallan a continuacién de

manera cronoldgica segin momentos del estudio:

3.2.1. Plantacion y mantenimiento.

3.2.1.1. Plantacioén de las vides.

La primera semana de junio se plantan 40 plantas de vid de variedad tempranillo sobre
R110 de un afio de edad en macetas dentro del invernadero. Primeramente, se lavaron y desinfec-
taron; posteriormente con ayuda de una hormigonera se mezcla el sustrato y perlita a razén de 70-
30, respectivamente y finalmente se coloca una planta por maceta aplicandose un primer riego
como se ve en la Figura 17 y se disponen durante una semana en una camara del invernadero con
el fin de conseguir temperaturas elevadas que ronden los 30° para inducir la activacion de las
yemas. Después de dicho periodo se introducen en un fitotron quedando distribuidas a ambos

lados del fitotron como se puede apreciar en la Figura 18.
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Figura 17. Plantacion de vides en macetas y aplicacién del primer riego.

Figura 18. Vides en parte derecha del fitotron.

3.1.1.2. Control de las plantas de vid en fitotron.

El fitotrén es un espacio destinado al crecimiento y cultivo de plantas en el que se consigue
un control preciso de las condiciones ambientales deseadas para cada cultivo como pueden ser la
humedad o el fotoperiodo. Manteniendo a las plantas protegidas de posibles contaminaciones

externas.

Las vides estuvieron en el fitotron durante todo el periodo vegetativo consiguiendo buenos
desarrollos con un tutor, como se aprecia en la Figura 19, hasta que entraron en parada vegetativa,
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momento en el cual se agostan y sus pampanos se lignifican, correspondiéndose este momento

con noviembre del afio 2017.

Figura 19. Vides con buen desarrollo vegetativo y entutoradas.

Se mantuvo a una temperatura constante de 24°C durante el experimento y para inducir un
agostamiento de las plantas, se redujo gradualmente durante el Ultimo mes la temperatura hasta
alcanzar una temperatura de 18°C y un fotoperiodo de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad en

el fitotron, consiguiendo de forma artificial un agostamiento de las mismas.

Se aplic6 un riego semanal a excepcion del mes de agosto que se aplic6 riego mas a menudo

segun necesidades hidricas de las plantas. La cronologia del riego queda reflejada en la Tabla 5.

Tabla 5. Periodicidad del riego por meses.

Mes Dia
Junio 2 9 16 23 30
Julio 5 14 20 27
Agosto 4 14 16 18 23 28 31
Septiembre 7 15 22 29
Octubre 3 10 17 23 30

3.2.2. Siembra, preparacion e inoculacion de Trichoderma sp.

3.2.2.1. Preparacion de esporas de las cepas de Trichoderma sp.

Para ello se buscaron las cepas de Trichoderma sp. de interés que estaban almacenadas en
eppendorfs en congelador a -20°C. Se siembra un volumen de 100 pul en 3 placas de Petri en medio
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PDA de cada cepa de interés. Se utilizaron tres cepas de Trichoderma sp. Posteriormente, se dejo
incubar en laboratorio a temperatura ambiente durante una semana. Pasado el tiempo de incuba-
cidn se extraen esporas de las placas Petri con el hongo esporulado como se visualiza en la Figura

20 y se preparan las diferentes concentraciones de esporas del hongo para inocular.

Figura 20. Hongo esporulado.

Para la preparacion de las esporas para la inoculacion se procede de la siguiente manera:

- Paso 1. Se afiade 10 ml de agua destilada a la placa Petri y se raspa la superficie con el
fin de coger el mayor nimero de esporas.

- Paso 2. Se recoge con una pipeta y se coloca en tubo falcon al que se ha puesto un papel
de filtro y sobre el que queda el micelio del hongo, pero se filtran las esporas que es el

material que nos interesa, queda recogido en la Figura 21.

Figura 21. Hongo esporulado.
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Paso 3. Se pone una muestra de esporas de cada aislado en una cdmara Neubauer para
ver la concentracion de las mismas. La muestra se coloca con ayuda de una micropipeta
de tal manera que la solucion quede bien distribuida en la cAmara, tal y como se muestra
en la Figura 22, seguidamente se coloca al microscopio con los aumentos adecuados y
se hace el recuento de las esporas en los cuadrados de los extremos para calcular la
concentracion, las esporas se ven claramente en la camara como muestra la Figura 23
y por ultimo sabiendo la concentracién final a la que queremos nuestros aislados cal-

culamos la concentracion inicial mediante la sencilla féormula de Vi-Ci = Vf-Cf.

Figura 22. Colocacién de la muestra en la cAmara de Neubauer.

(Fuente: http://www.celeromics.com/es/resources/docs/Articles/Conteo-Camara-Neubauer.pdf)

Figura 23. Esporas en cuadricula de la cAmara de Neubauer.
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Asi conocemos las diferentes concentraciones que se usaron para la inoculacion de las
plantas de vid. Mediante la revision de otros estudios similares como los de John et al (2005) y
John et al (2008) se llega a la conclusion de que el valor de 2x107 esporas/ml es un valor adecuado
para la concentracion de Trichoderma sp. Estas fueron:

T1: 2x108 esporas/ml.
T2: 2x108 esporas/ml.
T3: 2x10” esporas/ml.

T4: 2x107 esporas/ml.

3.2.2.2. Poda de las vides.

Las vides se podaron a guyot simple en noviembre de 2017 dejando un pulgar de unos 6
cm con dos yemas claramente vistas, que fue donde se inoculé Trichoderma sp. y donde se va a

estudiar si hay movimiento o no, como se muestra en la Figura 24.

Figura 24. Vid podada.
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3.2.2.3. Inoculacion de las esporas.

Las esporas se inocularon en las plantas pasadas 24 horas de la poda ya que segun los
estudios de John et al (2005) y John et al (2008) es més efectivo para la aplicacién, es decir,
cuando la herida de la poda esta aun reciente Trichoderma sp. tiene mas facilidad de asentarse y
desarrollarse. Se aplico 50 microlitros de solucion de esporas en la herida de poda, de tal manera
que se consiguen 4 tratamientos y 1 control. En el control solo se aplicé agua destilada autocla-
vada. Con el fin de favorecer que la aplicacion sea efectiva y se consiga que el hongo penetre a
través de los haces vasculares y no por el exterior, se colocé a cada planta un soporte de plastilina
a modo de embudo como se aprecia en la Figura 25. La plastilina es un material compuesto a
base de sales de calcio y vaselina que no es tdxico para la planta. Esta inoculacién se realiz6 a

6°C y con un 20% de humedad relativa en el invernadero como se muestra en la Figura 26.

Figura 25. Colocacién del soporte de plastilina.
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Figura 26. Plantas de vid ya inoculadas con Trichoderma sp. y con el soporte de plastilina (azul)

Se tiene a una humedad y temperatura ambiental desde noviembre hasta febrero con unas

oscilaciones de temperatura de entre 25y 0 °C.
3.2.3. Recoleccion de plantas y siembra de material vegetal.

3.2.3.1. Preparacion de medio de cultivo RBA en placas Petri.

Transcurridas doce semanas tras la inoculacion de Trichoderma sp. en planta, se preparan
las placas de Petri de RBA + cloranfenicol donde posteriormente se sembraran las partes de ma-
dera de las vides para ver y evaluar hasta donde se ha movido Trichoderma sp. Todo ello se
realiz6 en la campana de flujo laminar y evitando la contaminacion como se muestra en la Figura
217.

Figura 27. Preparacion de placas Petri de RBA + chloramphenicol.
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3.2.3.2. Corte y procesamiento de las plantas de vid.

Este mismo dia se procede a la corta de las plantas de vid para realizar el estudio. Se cortan
en la base de la planta como se aprecia en la Figura 28. Entre cada planta se desinfecta la tijera

de podar introduciendo la hoja en un recipiente que contenia una disolucion al 50% agua destilada

y 50% lejia. Cada planta de cada tratamiento se introduce en una bolsa con su nomenclatura.

¥\

Figura 28. Corte de la planta a ras del substrato.

3.2.3.3. Siembra de madera de las plantas de vid.

A lo largo de todo el dia se realizé la siembra de madera de las vides. Dentro de la campana
de flujo laminar se marca cada vid cada 3 cm empezando por el punto de inoculacion de esporas
hasta los 15 cm y se cortan con tijera de podar como se aprecia en las Figuras 29 y 30. Las tijeras
de podar se desinfectan entre cada corte.
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Figura 29. Vid marcada cada 3 cm.

Figura 30. Corte de la vid.

Una vez obtenidos los cortes, se extraen un total de 8 astillas de cada uno cogiendo del
interior de la planta y quitando la corteza, que es donde se debe manifestar la presencia de Tri-
choderma sp. Las muestras se cortan con escalpelo y ayudandose de pinzas, para ello se va de-
sinfectando el material entre cada parte de la planta para evitar la contaminacion y se colocan en
circulo sobre la placa Petri de RBA + Chloramphenicol. este proceso se ve en la Figura 31. Y un

corte transversal se aprecia en la Figura 32.
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Figura 31. Siembra de las muestras de madera.

Figura 32. Corte transversal

3.2.3.4. Incubacion y evaluacion.

Una vez sembradas las placas, se colocan en orden y por cada planta, se dejan incubar
durante 15 dias, que sera el tiempo necesario hasta poder ver si se desarrolla Trichoderma sp. Se
realiza una inspeccion visual cada 3 dias de las placas y se anota en aquellas en las que se empieza
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a desarrollar Trichoderma sp. Y se confirma tras este periodo de tiempo observandose lo que se
puede ver en las Figuras 33, 34, 35, 36 y 37 siendo el Control, T1, T2 T3 y T4, respectivamente.

Figura 33. Repeticiones del Control.

Figura 34. Repeticiones de T1
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Figura 35. Repeticiones de T2

Figura 36. Repeticiones de T3

Figura 37. Repeticiones de T4
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4.- RESULTADOS

4.1. Analisis de los resultados

Tras el periodo de incubacion se observa en las placas Petri de RBA donde ha crecido

Trichoderma sp, en que planta y en qué tipo de muestra (de 0-15 cm).

Para hacer una rapida visualizacién de los datos, éstos se muestran en las siguientes Tablas

y sus correspondientes Figuras de Excel, tratindose de Control, T1, T2, T3y T4.

4.1.1. Control

Tabla 6. Resultados Control

CONTROL Ocm 3cm 6 cm 9cm 12 cm 15cm

% Hongo % Hongo % Hongo % Hongo % Hongo % Hongo

C-R1 0 0 0 0 0 0
C-R2 0 0 0 0 0 0
C-R3 0 0 0 0 0 0
C-R4 0 0 0 0 0 0
C-R5 0 0 0 0 0 0
C-R6 0 0 0 0 0 0
C-R7 0 0 0 0 0 0
C-R8 0 0 0 0 0 0

Como era de esperar en el Control no deberia haberse desarrollado ningun Trichoderma ya
gue no fue inoculado, por lo que no se muestran gréaficos del control debido a que todos los valores
de % de presencia de Trichoderma son 0 y quedarian graficos que no aportan informacién. Por el
contrario, en el resto de tratamientos si se muestran graficos donde ha habido movimiento del
hongo que han sido a 0 cm y a 3 cm. En el resto de distancias no se encontré por lo que no se

realizé gréafico alguno.
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412. T1

Tabla 7. Resultados T1

T1 Repeticién

T1-R1 T1-R2 T1-R3 T1-R4 T1-R5 TI1-R6 T1-R7 T1-R8

Ocm 87,5 50 75 87,5 62,5 75 62,5 62,5
3cm 0 0 0 0 0 0 0 12,5
6cm 0 0 0 0 0 0 0 0
9cm 0 0 0 0 0 0 0 0
12 cm 0 0 0 0 0 0 0 0
15cm 0 0 0 0 0 0 0 0

Se observa como se desarrolld el hongo en todas las repeticiones a 0 cmy en una repeticion
(T1-R8) a3 cm.

Como se muestra en la Figura 38, en las 8 repeticiones del T1 a 0 cm se desarroll6 el hongo
siendo en las que mas la R1y R4 con 87,5% y en la que menos R2 con 50%.

Evaluacion del crecimiento a 0 cm
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Figura 38. Evaluacion del crecimientoaO cmen T1.

Como se muestra en la Figura 39 solo en 1 repeticion del T1 a 3 cm se desarroll6 el hongo,
siendo esta la R8 con un 12,5%.
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Figura 39. Evaluacion del crecimiento a3 cmen T1.
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4.1.3. T2
Tabla 8. Resultados T2
T2 Repeticidn
T1-R1 T1-R2 T1-R3 T1-R4 T1-R5 T1-R6 T1-R7 T1-R8
0cm 75 100 87,5 87,5 25 100 25 87,5
3cm 0 0 12,5 0 0 0 0 0
6 cm 0 0 0 0 0 0 0 0
9cm 0 0 0 0 0 0 0 0
12 cm 0 0 0 0 0 0 0 0
15cm 0 0 0 0 0 0 0 0

(Fuente: elaboracion propia)
Se observa desarrollo del hongo en todas las repeticiones a 0 cm y en una repeticion (T2-
R3)a3cm.

En la Figura 40 se aprecia como a 0 cm en T2 todas las repeticiones tienen hongo, en R2 'y

R3 es donde mayor es su presencia con el 100% y en R5 y R7 donde menor con un 25%

Evaluacién del crecimiento a 0 cm en

T2
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Figura 40. Evaluacion del crecimiento a0 cmen T2.
En la Figura 41 se aprecia como a 3 cm en T2 solo una repeticion desarroll6 el hongo que
fue la R3 con un 12,5%

Evaluacidon del crecimiento a 3 cm en

15 125 2

10

% de Trichoderma

0 0 0 0 0 0 0

T1-R1 T1-R2 T1-R3 T1-R4 T1-R5 T1-R6 T1-R7 T1-R8

Repeticion

Figura 41. Evaluacion del crecimiento a 3 cmen T2.
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4.14. T3

Tabla 9. Resultados T3

T3 Repeticidn

T1-R1 T1-R2 T1-R3 T1-R4 T1-R5 T1-R6 T1-R7 T1-R8

Ocm 100 100 62,5 50 100 100 75 87,5
3cm 0 0 0 12,5 0 0 0 0
6 cm 0 0 0 0 0 0 0 0
9cm 0 0 0 0 0 0 0 0
12 cm 0 0 0 0 0 0 0 0
15cm 0 0 0 0 0 0 0 0

Se observa desarrollo del hongo en todas las repeticiones a 0 cm y en una repeticion (T3-
R4)a3cm.

En la Figura 42 se aprecia como a 0 cm en T3 se desarroll6 el hongo en todas las repeticio-
nes siendo donde mas en R1, R2, R5 y R6 y donde menos en R4 con un 50%

Evaluacion del crecimiento a 0 cm en

T3
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Figura 42. Evaluacion del crecimiento a0 cmen T3.

En la Figura 43 se aprecia como a 3 cm en T3 se desarroll6 el hongo en una sola repeticion
que fue la R4 con un 12,5%
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Figura 43. Evaluacion del crecimiento a 3 cmen T3.
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415. T4
Tabla 10. Resultados T4
T4 Repeticién
T1-R1 T1-R2 T1-R3 T1-R4 T1-R5 T1-R6 T1-R7 T1-R8

0cm 100 12,5 87,5 87,5 87,5 87,5 12,5 100
3cm 0 0 0 12,5 37,5 0 12,5 12,5
6 cm 0 0 0 0 0 0 0 0
9cm 0 0 0 0 0 0 0 0
12 cm 0 0 0 0 0 0 0 0
15cm 0 0 0 0 0 0 0 0

Se observa el desarrollo del hongo en todas las repeticiones a 0 cm y en cuatro repeticiones
(T4-R4; T4-R5; T4-R7y T4-R8) a 3 cm.

La Figura 44 se corresponde con 0 cm del T4 y el hongo se desarroll6 en todas las repeti-
ciones, siendo mayor en R1 y R8 con 100% y menor en R2 y R7 con 12,5%.
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Figura 44. Evaluacion del crecimiento a 0 cm en T4

La Figura 45 se corresponde con 3 cm del T4 y el hongo se desarrollé en varias repeticiones.
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Figura 45. Evaluacion del crecimiento a 3 cmen T4
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4.2. Andlisis estadistico

Este procesamiento de datos y analisis estadistico se hace con ayuda del programa Producto
de Estadistica y Solucion de Servicio (SPSS) Se realiza analizando y comparando las medias de
cada aislado. Para ello se usa el andlisis de varianza (ANOVA) de un factor-comparaciones mul-
tiples Post-hoc-Duncan con un nivel de significancia de 0,05.

EI ANOVA de un factor nos sirve para comparar varios grupos en una variable cuantitativa.
Esta prueba es una generalizacién del contraste de igualdad de medias para dos muestras inde-
pendientes. Se aplica para contrastar la igualdad de medias de tres 0 mas poblaciones indepen-

dientes y con distribucion normal (Tobergte and Curtis, 2013)

Los pasos a seguir para calcular si existen diferencias significativas serian los siguientes

gue quedan reflejados en la Figura 46:
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CONTRASTE DE MEDIAS
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Figura 46. Esquema para calcular ANOVA de un factor.
(Fuente: Bakieva, Such and Jornet, 2010)

A continuacion, se presentan en las Tablas 11, 12, 13 y 14 de los datos obtenidos a 0 cm
de distancia del punto de inoculacion de los Unicos de los que realizaremos analisis estadistico.
Para 3 cm no se establecid analisis por insuficiencia de datos para llevar a cabo una comparativa
estadisticamente fiable. Pero se ha encontrado la presencia de Trichoderma sp en al menos un
trozo de astilla. Por lo que podemos afirmar que ha llegado hasta los tres centimetros en todas las

muestras. Y en el resto no se encontrd presencia de Trichoderma sp:
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Tabla 11. Datos estadisticos para T1 a 0 cm.

T1 MEDIA DESVEST ERROR

87,5
50
75

87,5

62,5
75

62,5

62,5

70,31 13,25 4,69

Como se observa en la tabla, la media de T1 fue de 70,31 su desviacion tipica de 13,25 y

el error de 4,69.

Tabla 12. Datos estadisticos para T2 a Ocm.

T2 MEDIA DESVEST ERROR

75
100

87,5
87,5 89,58 9,40 3,84

100

87,5

Para T2 hubo datos que no eran homogéneos con el resto, por lo que se pudo prescindir de

ellos y que no eran relevantes. La media de T2 fue de 89,58 su desviacién tipica de 9,40 y el error

de 3,84.

Tabla 13. Datos estadisticos para T3 a 0 cm.

T3 MEDIA DESVEST ERROR

100
100

93,75 10,45 4,26
100

100
75
87,5
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Para T3 también se prescindio de algin dato quedando una media de 93,75 una desviacion tipica
de 10,45 y un error de 4,26.

Tabla 14. Datos estadisticos para T4 a 0 cm.

T4 MEDIA DESVEST ERROR
100

87,5
87,5 91,67 6,45 2,64
87,5
87,5

100

En T4 la media fue de 91,67 la desviacion tipica de 6,45 y el error 2,64.

Una vez obtenidos y procesados los datos se compara la informacién de los cuatro grupos
correspondientes a los diferentes aislados de Trichoderma sp. Se debe tener en cuenta que en este
estudio el T2 y T3 son el mismo Trichoderma sp, pero a diferentes concentraciones, por lo que se

consideran como aislados diferentes en este caso.

Primeramente, se realiza la comprobacion de la normalidad de los datos, para ello se ana-
liza mediante la prueba K-S (Kolmogorov-Smirnov) si estos datos son normales. Debemos sa-

ber si las muestras se distribuyen como una normal, esta demostracion queda reflejada en la Fi-

gura 47.
Kolmogorov-Smirnoy? Shapiro-Wilk
TRICHODERMA | Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
WALOR 1,00 222 B 200 812 8 366
2,00 254 6 200 JBB6 6 212
3,00 392 & 004 701 6 006
4,00 407 B 002 640 B 001

* Este es un limite inferior de la significacién verdadera.
a. Correccidn de la significacidn de Lilliefors

Figura 47. Prueba de normalidad.

Tanto el tratamiento Trichoderma 1 (T1) y Trichoderma 2 (T2), se distribuyen como una
normal, pero en el caso de Trichoderma 3 (T3) y Trichoderma 4 (T4) no se distribuyen como una
normal, por tanto, realizaremos una comprobacion mediante pruebas no paramétricas para com-

probar si se distribuyen como una normal.
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Realizamos el anlisis de la normalidad mediante la evaluacion de pruebas no paramétricas
mediante la prueba K-S para una muestra y se detalla un resumen de la prueba de hip6tesis en la
Figura 48.

Hipotesis nula Test Sig. Decision

La distribucidn de VALOR es E”fEha ! Retener |a
1 normal con la media 85,096 y |a llnilef el 060 hipdtesis

AR Smirnov de una
desviacidn tipica 14,15, RS nula.

Se muestran las significancias asintdticas. El nivel de significancia es 05,

Figura 48. Resumen de la prueba de hipétesis.

Por tanto, mediante el analisis K-S no rechazamos la hipétesis nula y aceptamos que se
distribuyen como una normal. Y podemos continuar con el siguiente paso, ANOVA de un factor.

Los andlisis los dividiremos en cuatro apartados:

1) Anélisis entre los Trichoderma sp. y concentraciones.

2) Andlisis entre los cuatro tratamientos de Trichoderma sp.

3) Anélisis entre las dos concentraciones.

4) Anélisis del Trichoderma sp. analizado a dos concentraciones.
Procederemos a su analisis particular:

1) Andlisis entre los Trichoderma y concentraciones

En este apartado se combinaran las distintas cepas de Trichoderma sp. junto con las distin-
tas concentraciones y se veran si existen diferencias significativas entre ellos. La combinacion de

valores se describe a continuacion y queda reflejada en la Figura 49.
-Valor 11: Trichoderma 1 (T1) con concentracion de 2x10° esporas/ml.
-Valor 21: Trichoderma 2 (T2) con concentracion de 2x 10° esporas/ml.
-Valor 32: Trichoderma 2 (T3) con concentracion de 2x10’ esporas/ml.

-Valor 42: Trichoderma 3 (T4) con concentracion de 2x10’ esporas/ml.
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Descriptivos
WALOR
Intervalo de confianza para la
media al 95%
Desviacion Limite
M Media tipica Errortipico | Limite inferior superior Minimao Maximo
11,00 8 [ 70,3125 13,25825 4 GBTA0 58,2283 81,3967 50,00 87,50
21,00 6 [ 89,5833 9, 40966 384148 79,7085 99 4582 75,00 100,00
32,00 6 [ 93,7500 10,45825 4 26956 82,7747 1047253 75,00 100,00
42,00 6 [ 91,6667 6,45497 263523 84,8926 93,4407 87,50 100,00
Total 26 | 85,0862 1415063 277817 79,3806 90,8117 50,00 100,00
ANOVA de un factor
WALOR
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2577624 3 859,208 7,784 001
Intra-grupos 2428,385 22 110,381
Total 5006,010 25

Figura 49. Combinacidn de valores.

Tenemos un valor de significancia de 0,001 por tanto, diferencias significativas en-
tre combinacion de tratamientos y por ello procederemos a desgranar las distintas dife-
rencias con las distintas casuisticas. Con el fin de ver si hay diferencias entre todos ellos

0 slo distintos casos.
2) Andlisis entre los cuatro tratamientos de Trichoderma sp.

Evaluaremos los cuatro tratamientos atendiendo sélo a las tres especies de Trichoderma sp.
Los datos presentan un error inferior al 10% por tanto, realizamos el analisis estadistico que nos
permite comparar medias entre mas de dos muestras (ANOVA) y al tener sdlo un dato con el que
trabajar (porcentaje de Trichoderma sp presente en la planta) se tiene un solo factor, por tanto, se

realiza el tratamiento estadistico ANOVA de un factor como se muestra en la Figura 50.
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Duncan®®

Subconjunto para alfa= 0.05
TRICHODERMA N 1 2
1,00 g 70,3125
2,00 i 89,5833
400 B 91,6667
2,00 ] 93,7500
Sig. 1,000 A1

Se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Usa eltamafio muestral de la media armdnica =
G,400.

h. Los tamafios de los grupos no son iguales. Se
utilizara la media armanica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan
garantizados.

Figura 50. Resultados analisis Duncan.

Una vez realizado nuestro analisis para 0 cm que es donde mas datos se obtuvieron en todos
los aislados y repeticiones, se obtiene que el aislado 1 de Trichoderma sp. o T1 muestra diferen-
cias significativas para con el resto de aislados T2, T3 y T4, ya que queda una significacion de
0,01y este dato es <0,05. Por otro lado, entre T1, T2 y T3 no existen diferencias significativas ya
gue su significancia es de 0,511. Por otro lado, cuando en el andlisis realizado con Duncan se
muestran los resultados en dos columnas, es porgue si hay diferencias significativas y lo separa

en dos subconjuntos, cOMO es en nuestro caso.
3) Andlisis entre las dos concentraciones.

Se evaluaran si existen diferencias significativas entre los tratamientos atendiendo sélo a
las dos concentraciones evaluadas, 2 x 106 esporas/ml y 2 x 107 esporas/ml independientemente
de las especies de Trichoderma sp. Se le denomina valor 1,00 a la concentracién 2 x 10°y valor

2,00 a la concentracion 2 x 10 7.

Se procede a realizar el tratamiento estadistico mediante la ANOVA de un factor de ambos

tratamientos mediante el analisis Duncan, que queda reflejado en la Figura 51.
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Descriptivos
VALOR
Intervalo de confianza para la
media al 95%
Desviacion Limite
M Media tipica Errortipico | Limite inferior superior Minima Maximo
1,00 14 78,6714 1505484 402358 69,8790 87,2638 50,00 100,00
2,00 12 92,7083 8 35697 241245 87,3986 98,0181 76,00 100,00
Total 26 85,0962 1415063 277817 79,3806 a0.8117 50,00 100,00
ANOVA de un factor
VALOR
Suma de Media
cuadrados ql cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1291 352 1 12491,352 8,343 ,ooa
Intra-grupos 3714 658 24 154777
Total 006,010 25

Figura 51. Datos descriptivos y Anova entre dos concentraciones.

Obtenemos un valor de 0,08 por tanto es mayor de 0,05 existen diferencias significativas y
podemos concluir que existen diferencias a la hora de aplicar una concentracién con respecto a
otra.

4) Andlisis del Trichoderma sp analizado a dos concentraciones.

Por ultimo, particularizaremos en el caso del Trichoderma sp ensayado a dos con-
centraciones con el fin de ver si existen diferencias en el caso de T2 entre ambas concen-
traciones. Para ello denominamos el valor 2,00 a la concentracién de 2 x 106 esporas/ml y

el valor de 3,00 a la concentracion 2 x 107 esporas/ml. Y seguidamente realizamos la ANOVA de

un factor. Estos datos quedan reflejados en la Figura 52.
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Descriptivos
WALOR
Intervalo de confianza parala
media al 95%
Desviacion Limite
Media tipica Error tipico | Limite inferior superiar Minimo Maximo
2,00 6 | 895833 940868 384148 79,7085 99 4582 75,00 100,00
3,00 6 | 93,7500 10,45825 4 26956 827747 104,7253 75,00 100,00
Total 12 | 91,6667 973124 2,80817 854837 97 8496 75,00 100,00
ANOVA de un factor

WALOR

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 52,083 1 52,083 526 485
Intra-grupos 988,583 10 98,958
Total 1041 667 11

Se obtiene un valor de significancia de 0,485 por lo tanto no existen diferencias

significativas y para esta cepa de Trichoderma no hay diferencias entre aplicar una u otra

concentracion.

Figura 52. Datos descriptivos y Anova a dos concentraciones.
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5.- DISCUSION

Los métodos empleados para preparar la solucion de esporas de Trichoderma spp a inocular
en las plantas son los mismos que los que se describen por autores como (John et al., 2005).
Cultivaron el hongo a una temperatura de 22-23 °C por 5-7 dias, en el presente estudio se cultivd
a esas mismas temperatura y periodo de tiempo, pudiendo haber oscilaciones ya que era tempe-
ratura ambiental. Las concentraciones de esporas del estudio de (John et al., 2008) fueron 10%,
10° esporas/ml o formulados a base de Trichoderma spp en comparacion a las utilizadas en este

estudio que fueron 2x10°® esporas/ml y 2x107 esporas/ml.

Para la incubacion y sembrado de las esporas se siguieron las mismas indicaciones descritas
que en (John et al., 2005). En (John et al., 2008) se pretende estudiar la capacidad de Trichoderma
harzianum de colonizar tejidos inferiores a la herida de poda y como impedir que se desarrolle
Eutypa lata. En cuanto a la colonizacion de los tejidos de la madera de la vid, Trichoderma spp
fue capaz llegar hasta los 10 cm. En esta investigacion el hongo llego hasta 3 cm y no con mucha
presencia en las repeticiones. Si que llego en los tratamientos al menos en alguna repeticion. El
T4, un Trichoderma spp. procedente de planta y a una concentracién de 107 esporas/ml fue el que

mas presencia tuvo a 3 cm en alguna de sus repeticiones.

En el Tratamiento control de este estudio aparecieron multitud de hongos perjudiciales
frente a los tratamientos con aislado de Trichoderma spp que a pesar de desarrollarse Trichoderma
spp como era de esperar, no aparecieron con tanta frecuencia las enfermedades. Este dato sugiere
dos caracteristicas: la capacidad de colonizacion de Trichoderma spp y la capacidad que tuvo de
impedir que se desarrollasen otros patdgenos. Ademas, investigaciones de (John et al., 2008) asi
lo constatan, cuando en uno de sus experimentos con T. harzianum y Eutypa lata se demostro

como la recuperacion del patdégeno se redujo en presencia de T. harzianum.

La época de inoculacion no influye para determinar el crecimiento y desarrollo del hongo
ya que se debe inocular en el periodo de latencia de la planta, es decir, en el momento de la poda
y cuanto antes mejor y para estos estudios fue la misma época; las temperaturas de inoculacion
de la solucion de esporas o preparados a base de esporas del hongo fueron similares; el tiempo de
espera que de dejo para que se desarrollase Trichoderma spp. fue de 12 semanas, por lo que alguna
diferencia a tratar sobre los resultados obtenidos en este estudio puede ser relativo a que se inoculd
en vides de la variedad tempranillo de un afio de edad sobre R-110 y en algunos experimentos de
(John et al., 2008) con los que se han contrarrestado datos fueron inoculados en variedades como

Chardonnay o Shiraz.

En otro experimento se inoculd Trichoderma spp. a 14 vides maduras cuyo cultivar fue
Nyora en campo, se introdujeron Trichodowels con cepas del hongo en agujeros. Para ello las

vides fueron perforadas a razon de dos perforaciones en cada una. Se toman muestras cada 4
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meses hasta un total de 20 meses, se procesan y se reaisla el hongo dejandolo a 23 °C en la oscu-
ridad por 3-4 dias hasta crecer T. harzianum. A las 12 semanas (4 meses) el hongo se reaislo en
todas las vides tratadas hasta los 6 cm por encima del punto de insercion. A los 12 meses se
consiguio reaislar a 3-6 cm y a los 20 meses a los 3 cm en alguna vid. En nuestro estudio se
encontrd el hongo hasta los 3 cm, pero en invernadero no en campo. Puede que las condiciones
del invernadero fueran similares a las del campo consiguiendo por ello resultados similares. Lo
que si que vemos es que pasados 20 meses el hongo sigue a 3 cm, esto nos da una idea de su
buena persistencia en la planta. Otra hip6tesis puede ser que, durante las primeras 12 semanas en
el estudio de (John et al., 2008) Trichoderma spp se in6culo en perforaciones en vides maduras y
crecio por encima del punto inoculacion y en nuestro estudio las vides eran de un afio y se inocula
en la herida de poda, el hongo se desarrolla y mueve por el interior de la vid hacia abajo, esto da

opcion a pensar que igual a Trichoderma spp le cuesta menos “subir” que “bajar”.

En estudios como los de Marco (2014) se desprende que Trichoderma spp puede comenzar
la colonizacidn de la herida a 10 ° C, y su eficacia y capacidad de proteccién podrian mejorarse
en el momento del tratamiento. La aplicacion de productos basados en Trichoderma spp a las
heridas de poda se puede hacer entre la latencia de la vid y el sangrado. Sin embargo, diferentes
autores observaron una colonizacién mas rapida de la madera si se aplica Trichoderma spp du-
rante la etapa de latencia de descanso o en el sangrado (fines de invierno) que durante el periodo
de latencia. Ademas, un estudio reciente mostré que al aplicar 6 h después de la poda, ya sea poda
temprana o tardia, la colonizacién de Trichoderma spp fue mas alta que otros tiempos de aplica-
cion (0, 24, 48 y 96 h) (Mutawila et al., 2011)

En el estudio que aqui se presenta se inoculé a 6°C alrededor de 24 h después de la poda,

la cual se realiz6 en el periodo de latencia de las plantas.

A continuacion se detallan y comparan caracteristicas de los productos disponibles en las
regiones de Winetwork relativos al biocontrol que estan disponibles en Europa para una amplia

gama de enfermedades de la vid (Marco, 2014), estos son:

- Esquive WP, aplicar durante el brote de invierno hasta el sangrado. La dosis es de 4
kg/ha en fumigacién con 150 | de agua/ha (100 g/l si se pinta en heridas). La tempera-
tura minima para la aplicacion es de 4 °C ya que por debajo la cepa no germina y con
clima seco. El producto sigue siendo viable hasta por 6 meses si se mantiene en clima
seco y por debajo de 20 °C.

- Vintec, se presenta como granulos dispersables y se puede aplicar después de la poda
y hasta la brotacion en dosis de 200 g/ha con 100 | por ha. La suspension debe prepa-
rarse justo antes del uso y no puede reutilizarse. La temperatura minima para la aplica-

cion es cercana a 10 ° C. El producto debe almacenarse entre 0y 4 ° C.
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- Tellus WP: puede usarse en el brote de invierno después de podar a 250 g/100 | con un
volumen minimo de tratamiento de 400 I/ha para distribuir al menos 1 kg de pro-
ducto/ha. La aplicacion debe realizarse a una temperatura cercana a 10 ° C y no puede
ejecutarse mas alla del sangrado de la vid.

- Remedier: se puede utilizar yema de invierno después de podar y hasta sangrar a
2509/100 | con un volumen minimo de tratamiento de 400 | /ha. Para promover la ger-
minacion de las esporas, cologue el producto en agua 24 horas antes de la aplicacion
para permitir la germinacion previa de las esporas.

- Patriot Dry: se puede usar en yema de invierno después de la poda y hasta que sangra
a250g/100 I con un volumen minimo de tratamiento de 400 | /ha. Antes de la aplicacién
y una vez realizada la aplicacidn, el producto debe almacenarse a temperatura ambiente
por debajo de 25 ° C.

A continuacion, se muestra la Tabla 15 en la que se relacionan los paises donde esta per-
mitida la aplicacion, especie, dosis y precios.

Tabla 15. Comparativa de productos a base de Trichoderma spp en Europa.

France Esquive WP ° It kg/ha Trichoderma atroviride I-1237 252€/ha
Vintec” 200 g/ha | Trichoderma atroviride SC1 200€/ha
Italy Patriot Dry* 1 kg/ha Trichoderma asperellum ICCO12+ | From 45 to 50€/ha
Trichoderma gamsii ICC 080
Remedier® 1 kg/ha Trichoderma asperellum ICC 012 2% | From 45 to 50€/ha
+ Trichoderma gamsii ICC 080 2%
Tellus WP* 1 kg/ha Trichoderma asperellum ICC 0122% | From 45 to 50€/ha
+Trichoderma gamsii ICC 080 2%
Germany Vintec® 200 g/ha Trichoderma Atroviride SC1 180€/ha
Croatia No registered pro-
duct
Hungary Ongoing process Trichoderma Atroviride SC1
for homologation
of Vintec®
Portugal Ongoing  process Trichoderma atroviride I-1237
for homologation
of Esquive WP ®
Spain Ongoing process Trichoderma atroviride I-1237
for homologation
of Esquive WP *

(Fuente: Marco, 2014)

Para Espafia estd homologado o en proceso el producto registrado con en el nombre de
Esquive WP, que como anteriormente se dijo se puede aplicar a razén de 100 g/l por hectarea si

se pinta en heridas.

En nuestro estudio si extrapolasemos los datos con los que se ha realizado a unas dosis por

hectéarea quedarian 150 g a aplicar, siguiendo el mismo método de aplicacion (pintar la herida de
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cada planta, es decir, inocular individualmente), respetando las temperaturas a las cuales Tricho-
derma spp se desarrolla, época de inoculacion (lo més pronto posible después de la poda) y te-
niendo en cuenta que no se den condiciones climatoldgicas adversas en el momento de la inocu-
lacion. Entonces, lineas posteriores de investigacion en base a los pardmetros de este estudio po-

drian encaminarse a ensayos en campo.

Por Gltimo, decir qué concretamente en este estudio, el T1 procedente de suelo muestra
diferencias significativas con el resto de aislados, quizas se debe a su origen de procedencia, el
suelo. El resto de aislados fueron obtenidos de la parte aérea de plantas y entre ellos no se dan
diferencias significativas. La concentracion en esporas/ml fue diferente para los aislados siendo
parael T1 de 10°% el T2 de 10y el T3y T4 de 107. Se debe tener en cuenta que el T2y T3 son el
mismo Trichoderma spp pero a concentraciones diferentes por lo que les consideramos aislados
diferentes pero a pesar de ello, los resultados que dieron no fueron muy dispares, asi pues se
considera que la concentracién no influye tanto dentro de los aislados de planta pero puede que
si con el de suelo. Otra razén puede ser que, como en este estudio se inocul6 el hongo en heridas
de poda y se pretende estudiar cbmo se mueve y cuanto utilizando hongos de suelo y parte aérea
de planta. Puede ser que los Trichodermas spp de suelo no estén tan capacitados para colonizar
la parte aérea sino la radicular, por eso el T1 manifestd diferencias con el resto. Por estas razones,
se podria considerar que la causa de que T1 diera esos resultados se debe a la suma de ambos
factores: que es de suelo y a baja concentracion. A pesar de todo, para mayor fiabilidad se requie-
ren mas experimentos con mas cepas de hongos, a diferentes concentraciones y durante un pe-
riodo de tiempo mayor para poder obtener datos mas fiables sobre Trichoderma spp y su capaci-

dad biocontroladora.
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6.- CONCLUSIONES

Trichoderma spp. resiste durante la fase de parada vegetativa durante al menos 12 semanas

y si manifiesta movimiento por el interior de la planta de vid de variedad tempranillo.

Los diferentes aislados y a diferentes concentraciones si muestran diferencias. El aislado
de suelo muestra diferencias con respecto al aislado de planta a la misma concentracién y no
existen diferencias entre los aislados de planta a la misma concentracién. Lo que indica la elevada

especificidad de los Trichodermas.

Los aislados de Trichoderma sp. ensayados son capaces de permanecer en planta de vid
cuando se inoculan a un volumen de 50 microlitros y pasadas 24 horas tras realizar la poda, por

lo que pueden ser aplicados durante la misma, en condiciones de frio invernal.

Las esporas se mantuvieron y desarrollaron en la planta tras 12 semanas, todas permane-
cieron en el punto de inoculacién y llegaron a 3 cm, aunque de manera muy irregular, posible-
mente por las bajas temperaturas. Por lo que seria recomendable realizar un ensayo en condiciones

estivales.

Trichoderma spp. ha sido capaz de resistir las condiciones invernales y tras 12 semanas
mostré resultados satisfactorios, con buena persistencia en la planta durante el tiempo que dur6
el ensayo, que podria alargarse en tiempo pues el desarrollo en el momento de retirase el ensayo
era optimo. Se deberia seguir investigando en este aspecto, en la variedad de uva Tempranillo y
con el fin de determinar en condiciones de campo el buen establecimiento de este hongo cosmo-
polita para seguir enfocando posteriores estudios al control bioldgico de enfermedades de la ma-

dera de vid.
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