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Resumen

El presente estudio abarcd los sintomas que en su conjunto son conocidos como
enfermedades del tronco de la planta de vid y las especies fungicas relacionadas.
Phaeomoniella chlamydospora y Phaeoacremonium aleophilum fueron las especies
que se encontraron asociadas a la enfermedad de Petri y esca, pero también se
encontraron presentes en muestras con sintomas de brazo muerto. Inocutis jamaicensis
fue aislado de la podredumbre blanca de la esca, y también del brazo muerto.
Cadophora luteo-olivacea, fue frecuentemente aislada de tejidos sintomaticos, pero no
resultd virulenta en estudios de patogenicidad realizados en plantines en macetas. Se
seleccionaron los cebadores especificos Pmolf/Pmo2r y F2bt/R1bt para Pa.
chlamydospora y P. aleophilum, que permitieron su deteccion temprana en material
vegetal asintomadtico, confirmandose que estos hongos se encuentran presentes en los
tejidos internos de sarmientos usados para la injertacion y por lo tanto los plantines
constituyen una fuente inicial de dispersion. Las especies fungicas asociadas al brazo
muerto fueron principalmente del género Botryosphaeria, y en el sur del pais en baja
proporciéon también Eutypella vitis, por lo cual de acuerdo a nuestros resultados el
sintoma mayormente observado en Uruguay es el brazo negro muerto y no Eutipiosis.
Estas especies constituyeron un continuo entre estas tres enfermedades. El analisis de
las secuencias reveld que el complejo Neofusicoccum parvum/vibis comprende
mayoritariamente especies de N. parvum. Ensayos de patogenicidad en laboratorio
demostraron que N. parvum y N. luteum son las de mayor potencial patogénico dentro
de este género. Aislamientos de Greeneria uvicola, un Deuteromycete, resultaron
virulentos al ser inoculados en plantines de vid, causando necrosis en los vasos del
xilema, y por lo tanto esta especie puede ser considerada como un potencial agente
causal del brazo negro muerto. Phomopsis viticola fue aislada también a partir de
plantas con sintoma de brazo muerto y esca. En la actualidad, se descarta su
participacion en el desarrollo del brazo negro muerto.

Asociado al pie negro de la vid, se aislaron e identificaron por primera vez en Uruguay
seis especies de hongos, entre ellas Cylindrocarpon liriodendri, Cylindrocarpon
macrodidymum y Campylocarpon pseudofasciculare las cuales son consideradas como
principales especies responsables de esta enfermedad. También se aislaron por primera
vez en Uruguay Cylindrocarpon pauciseptatum y Cylindrocarpon olidum. Un sexto

aislamiento fue provisoriamente identificado como Cylindrocarpon destructans.
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Summary

This study comprised all symptoms known as grapevine trunk diseases, and the fungi
associated with them.

Phaeomoniella chlamydospora and Phaeoacremonium aleophilum were the species
associated with Petri disease and esca, but also with the dead-arm disease.

Inocutis jamaicensis is the Basidiomycete that causes the esca white rot in Uruguay,
but it was also present in the dead-arms of grapevines. Cadophora luteo-olivacea was
frequently isolated form diseased tissues but it was not pathogenic. Specific primers
Pmol{/Pmo2r y F2bt/R1bt for Pa. chlamydospora y P. aleophilum were validated, and
their use allowed for the early detection of these fungi in asymptomatic plant material
used for the vegetative reproduction of vines. Therefore, plantlets constitute a source
of dissemination for these fungi.

Fungal species associated with the dead-arm symptom were mostly members of
Botryosphaeria, and also Eutypella vitis but in minor proportion in the south of the
country. Therefore, the dead arm symptom observed in Uruguay corresponded to black
dead-arm or Bot canker, and not Eufypa die-back. All these species are distributed as a
continuum among symptoms. Sequence analysis identified the species Neofusicoccum
parvum  within the N. parvum/ribis complex. Pathogenicity tests showed that N.
parvum and N. luteum were the most pathogenic. Isolates of Greeneria uvicola, a
Deuteromycete, produced necrosis in inoculated plantlets and were considered
pathogenic too. Phomopsis viticola was also isolated from esca and dead-arm affected
grapevines. However, this species is no longer considered a pathogen associated with
neither of these diseases.

Six fungal species were associated with black- foot in Uruguay, three of which are
considered causal agents of the disease: Cylindrocarpon liriodendri, Cylindrocarpon
macrodidymum and Campylocarpon pseudofasciculare. Cylindrocarpon pauciseptatum
and Cylindrocarpon olidum were also identified. One isolate was tentatively identified

as Cylindrocarpon destructans.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION GENERAL

1.1 El cultivo de la vid

1.1.1 Origen, domesticacion y dispersion de Vitis vinifera

La vid euroasiatica Vitis vinifera L. es la especie frutal mas ampliamente cultivada y la mas
importante del mundo desde el punto de vista econdémico (Vivier & Pretorius, 2002), con
conexiones historicas en relacion al desarrollo de la cultura humana (This et al., 2006). Se
piensa que la vid cultivada V. vinifera spp. sativa fue domesticada a partir de poblaciones
salvajes de V. vinifera spp. sylvestris (Levadoux, 1956). Estas vides salvajes son plantas
dioicas que aun existen en pequefias poblaciones aisladas a lo largo de la floresta riberefia
desde la costa atlantica de Europa hasta Tajikistan y el Himalaya occidental (Zohary &
Hopf, 2000). Sin embargo, esta separacion historica en subespecies podria no ser valida ya
que se baso6 en diferencias morfoldgicas (Zohary, 1995) que son probablemente el resultado
del proceso de domesticacion por el hombre y no del aislamiento geografico.

Si bien la explotacion por el hombre de la fruta de las vides salvajes en el periodo
paleolitico estd bien documentada (Zohari, 1996), hasta el periodo Neolitico (8500 — 4000
afios AC) no habria ocurrido la domesticacion de la vid destinada a la produccion de vino.
El proceso de domesticacion de la vid puede ser descrito como un proceso de seleccion de
genotipos apropiados, que luego fueron multiplicados en forma vegetativa, durante siglos y
en diferentes lugares (Europa y Asia). La variacion genética podria haberse incrementado
durante ese tiempo como resultado de variaciones somaticas y la ocasional generacion y
propagacion de hibridos espontaneos derivados de cruzas entre plantas cultivadas, o entre
plantas cultivadas y plantas de V. vinifera spp. sylvestris, aunque esta tltima posibilidad se
considera poco probable (This et al., 2006). Durante la domesticacion, la biologia de las
vides sufrid varios cambios de manera de asegurar mayor contenido de azlcar fermentable
en los frutos maduros, con mayores rendimientos y produccion mas regular. De tal forma,
los racimos y las bayas aumentaron su tamafio, y se seleccionaron plantas hermafroditas y

no dioicas (This et al., 2006).



La dispersion desde el sitio principal de domesticacion, en el cercano oriente, ocurrio
gradualmente hacia las regiones de Egipto y baja mesopotamia (3500-3000 AC) y la
dispersion posterior alrededor del mar Mediterraneo se dio asociada a las principales
civilizaciones (sirios, griegos, romanos).

Bajo la influencia de los romanos, V. vinifera se expandid hacia el interior del continente
europeo y alcanzo varias regiones templadas incluso tan al norte como Alemania. Hacia el
fin del imperio romano, la vid era un cultivo comin en la mayoria de los sitios donde
actualmente se la cultiva, y ya se la nombraba segtin distintos cultivares. En la edad media,
la iglesia Catolica llevo el cultivo de la vid a nuevas regiones mientras que la expansion del
Islam hacia el norte de Africa, Espaiia y el cercano oriente también tuvo un efecto sobre la
dispersion de la vid, en particular de los cultivares de uva de mesa. Durante esta época
aparecieron los nombre de algunos cultivares que aun hoy se utilizan. Luego del
renacimiento, en el siglo XVI, V. vinifera se extendio a regiones donde no era originaria.
Los misioneros la introdujeron a América primero como semilla y luego como estacas
desde sus paises de origen. Mas tarde en el siglo XIX, fueron llevadas a Australia, Nueva
Zelanda y Africa. A fines del siglo XIX, después de varios milenios de expansion
geografica, agentes fitopatogenos de América alcanzaron Europa (Filoxera, Mildiu)
destruyendo muchos vifiedos europeos y modificando drasticamente la diversidad de esta
especie. Como resultado, ocurrié probablemente una reduccion de la diversidad tanto de las
vides cultivadas como de las silvestres. La viticultura europea fue salvada gracias a la
introduccion de especies americanas de Vitis distintas de V. vinifera, que fueron usadas
como portainjertos, y a programas de cruzamiento para la obtencion de hibridos inter-
especificos resistentes a las enfermedades y plagas provenientes de América. Estos hibridos
fueron muy utilizados a mediados del siglo XX, pero en la actualidad son poco cultivados y
usados para la produccién de vinos. En los tltimos 50 afos, la vid cultivada sufrio otra
reduccion en su diversidad, en este caso debido a la globalizacion de los mercados y de las
compafiias productoras de vinos que ha resultado en la permanencia de pocos cultivares que
son usados en todas las regiones viticolas del mundo, tales como Chardonnay, Cabernet
Sauvignon, Syrah (Shiraz), Merlot, y la desaparicion de cultivares locales. La seleccion
sanitaria de clones libre de enfermedades ha inducido a su vez una reduccion en la

diversidad clonal de estos importantes cultivares (This et al., 2006).



1.1.2  Estructura y reproduccion de la planta de vid

La vid es una planta lefiosa considerada una liana por su habito de crecimiento. Cuando
crece a partir de semilla, la nueva planta tiene una etapa de juvenilidad que dura entre 2 y 5
afos, caracterizada por hojas de formas variables con disposicion helicoidal a lo largo del
tallo y durante la cual no produce flores. El cambio de fase estd marcado por cambios en la
forma de las hojas y en su disposicion, que pasa de helicoidal a alterna, y por la capacidad
de producir zarcillos y flores (Carmona et al., 2008). En la reproduccion a través de
organos vegetativos comunmente usada para la produccion comercial de plantas, la etapa
de juvenilidad se ve suprimida y las nuevas plantas siguen el patron de desarrollo de la
planta adulta, por lo cual tienen la capacidad de producir flores y frutos en los primeros
afios de vida. En la actualidad, la reproduccion vegetativa de la vid se logra principalmente
mediante la produccion de plantas injertadas (Figura la). El procedimiento implica la
cosecha de sarmientos de plantas madre del cultivar fructifero (V. vinifera) por una parte y
del cultivar usado como portainjerto (Vitis spp. de origen americano) que son unidos
mediante el proceso de injertacion. De este injerto resulta una nueva planta en la que el
cultivar de V. vinifera producird el desarrollo de brotes, flores y frutos, mientras que el

portainjerto (Vitis spp.) producira la raices (Figura 1b).
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a: estructura del plantin obtenido mediante injertaciéon. Tomado de Morton, 2000

b: planta de vid adulta en invierno conducida en cordon bilateral. Tomado de Goffinet,
1999.



1.1.3 El sistema vascular de la vid

En las plantas, el sistema vascular (xilema y floema) conecta estructural y fisiologicamente
los nutrientes inorganicos del suelo con el follaje en donde ocurre la fijacion del carbono a
través de la fotosintesis. Los reguladores del crecimiento también se mueven por el sistema
vascular y estimulan cambios en el desarrollo de tejidos y 6rganos. En la vid, al igual que
en las especies arbdreas, el xilema es usualmente mas conspicuo que el floema,
especialmente en las plantas mas viejas y lefiosas en donde se lignifica y forma anillos
anuales similares a los anillos de crecimiento de los tallos de los arboles. El xilema esta
constituido por distintos tipos celulares con diferentes funciones: los vasos son conductos
constituidos por cé¢lulas muy diferenciadas vacias por donde fluyen el agua y minerales; las
fibras que son células con la pared gruesa que dan rigidez al tejido y células
parenquimaticas vivas, que almacenan carbohidratos y metabolitos. El floema se ubica por
fuera del xilema, y estd compuesto por células que forman los tubos cribosos, las células
acompafiantes y fibras. Entre el xilema y el floema se ubica el cambium, cuyas células se
multiplican durante la estacion de crecimiento para formar nuevas células de xilema y
floema, incluyendo el parénquima radial que los comunica, y en el que tienen lugar el
movimiento lateral de compuestos orgénicos y el almacenamiento de almidon. El
parénquima radial en las raices de la vid almacena gran cantidad de este carbohidrato
principalmente durante el otofio, que luego es transformado en azucares simples que son
transportados hacia la parte aérea de la planta nutriendo la nueva brotacion en primavera.
En el momento de la floracion, los tallos ya se han elongado y han producido varias hojas.
La produccion y expansion de las hojas estimulan la activacion del cambium vascular que
genera xilema y floema secundarios en una onda que se transmite hacia abajo, desde la
zona de crecimiento de los brotes hasta la raiz (Goffinet, 1999).

Con la diferenciacion del cambium, la epidermis del tallo, la corteza y mas internamente el
floema primario son empujados hacia fuera, mientras que el xilema primario formado el
afo anterior queda en la parte central del tallo, rodeando a la médula (Goffinet, 1999). El
felogeno, llamado también cambium suberoso, se desarrolla a partir del parénquima del
floema secundario no funcional a intervalos de un afio o mas. El felogeno produce
felodermis hacia adentro y stber hacia hacia afuera, colectivamente llamados peridermis.
El felogeno al continuar su actividad anualmente hace que se desprenda el ritidoma

constituido por el floema viejo y la peridermis (Pratt, 1974).



El xilema por su parte retiene todos sus anillos anuales, pero los mas externos y jévenes son
los funcionales mientras que muchos de los vasos mas internos se ocluyen debido a la
invaginacion, a través de las puntuaciones, de las células que los rodean (tilosis)
bloqueandose asi el transporte de agua. Los vasos del xilema se inactivan parcialmente a
los dos o tres afios de producidos, y se inactivan totalmente a los seis o siete afios (Pratt,
1974). Esto, sumado a cambios en la composicion quimica, crea una madera dura y
lignificada que es muy resistente a las podredumbres y provee a la vid de una fuerte
resistencia mecanica (Goffinet, 1999). Sin embargo, las lianas aparentemente compensan
sus pequenos diametros de tallos mediante la produccidon de vasos que poseen diametros
extremadamente grandes (300 um) y largos -hasta 8 m en Vitis labrusca segin medicioén
de flujo de volumen de aire y penetracion de particulas en el xilema (Zimmerman & Jeje,
1981) - que les permiten tener un muy eficiente transporte por varios afios, pero que son
considerados menos seguros debido al riesgo de dafio mecanico y embolismo (bloqueo por
aire) que puede suceder a consecuencia de congelamiento, estrés hidrico y ataque de
patogenos (Ewers 1985). El embolismo en un vaso grande tendria un efecto mas
determinante sobre el transporte de agua que el embolismo de un vaso pequefo, y seria
menos reversible. En especies de Vitis como V. vinifera que crecen en zonas templadas y
estacionalmente aridas, los vasos se encuentran llenos de aire en invierno que es

desplazado en primavera por la presion radicular antes de la emergencia de las hojas

(Scholander et al., 1955).



1.2 Podredumbres de 1a madera

La madera (resultante del crecimiento secundario) es el producto de cinco pasos principales
que incluyen la division y expansion celular, el engrosamiento de la pared, la muerte celular
programada y la formacion del duramen que constituye la ultima transformacion de las
células xilematicas. En un corte transversal de un arbol adulto se distingue la albura
externa, que es la parte funcional del tronco, el duramen ubicado en el centro del tronco, y
una zona intermedia. Luego de ser producidas por el cambium, las células del xilema
mueren a excepcion de las células del parénquima radial y longitudinal que permanecen
vivas y funcionales durante varios afos hasta que también mueren. En ese momento,
cuando las células del parénquima mueren, es que el xilema se denomina duramen
(Plomion et al., 2001).

La composicidn y estructura quimica de la madera tienen una influencia significativa sobre
su degradacion por microorganismos y sobre los patrones del decaimiento resultantes. La
pared celular de las células de la madera estd compuesta por celulosa, lignina y
hemicelulosa que se disponen formando la pared celular primaria externa y la secundaria
mas interna, compuesta por tres capas denominadas S1, S2, S3. Por dentro de ésta, se ubica
el lumen. Por fuera de la pared celular primaria, se encuentra la laminilla media, que une a

las células adyacentes (Figura 2).

Microfibrillas de
celulosa

Seccidn transversal de una
Pared primaria ~ traqueida

Laminilla media

Figura 2. Estructura de la pared celular.
Tomado de Plomion et al., 2001.

La celulosa, un polimero lineal de celobiosa (disacarido de glucosa), es el componente mas
abundante de la madera formando microfibrillas en la pared celular primaria y secundaria.

La lignina es un polimero estructural formado por la unidon de unidades de fenilpropano,



derivado de acidos hidroxicinamicos, y cuya presencia brinda rigidez. La hemicelulosa es
un polimero de monosacaridos como glucosa, manosa, xylosa, galactosa y acido
glucuronico. Hemicelulosa y lignina se ubican entre las microfibrillas de celulosa. La
pectina es un heteropolisacarido compuesto por acido poligalacturdnico que alterna con
regiones ramificadas que contienen ramnosa y arabinosa. Es un polisacarido estructural que
integra la laminilla media y pared celular primaria de las células vegetales (Schwarze et al.,
2000).

La degradacion de la madera ocurre principalmente por la accion de hongos. Se distinguen
la podredumbre blanca, castafia y blanda de la madera. Los hongos que producen la
podredumbre blanca de la madera atacan tanto la lignina como la celulosa y hemicelulosa
de las paredes celulares. Pertenecen en su gran mayoria al grupo de los Basidiomycetes,
aunque algunos Ascomycetes (Xylariaceae y Diatripaceae) pueden producir podredumbre
blanca en Angiospermas. El ataque puede resultar en la pérdida simultdnea de lignina,
celulosa y hemicelulosa o en una remocion diferencial de uno o mas componentes. Cuando
la lignina es preferentemente removida de la pared celular y de la laminilla media, se
genera un ablandamiento celular y las células se separan unas de otras. La hemicelulosa se
pierde junto con la lignina debido a la cercana relacidon espacial entre ambas, mientras que
la celulosa, de color blanco, permanece incambiada; posteriormente, ésta puede ser
también atacada.

Los hongos que producen la podredumbre castana son también Basidiomycetes, pero son
menos abundantes. Esta podredumbre se caracteriza por una extensa degradacion de la
celulosa y hemicelulosa y una muy limitada degradacion de la lignina, por lo cual la madera
permanece de color oscuro.

Los hongos que producen la podredumbre blanda son Ascomycetes o Deuteromycetes que
crean cavidades en la capa S2 de la pared celular y eventualmente de todas las capas de la
pared celular secundaria. En angiospermas, la celulosa y hemicelulosa son degradadas antes
que la lignina, que ademas seria digerida s6lo en la proximidad de las cavidades de la pared

secundaria (Eriksson et al., 1990).



1.3 Enfermedades del tronco de la vid

Las enfermedades del tronco de la vid constituyen un grupo caracterizado por varias
sintomatologias causadas por hongos, que afectan la madera de los distintos oOrganos
permanentes de la vid: raices, tronco, brazos. Las dolencias se denominan enfermedad de
Petri, esca, brazo muerto, pie negro, y tienen como consecuencia la pérdida de vigor
vegetativo, disminucion de la capacidad fotosintética, reduccion de la cantidad y calidad de
la uva, y eventualmente la muerte de parte o de la totalidad de la planta de vid. Los dafios
pueden ocurrir tanto en las etapas tempranas de instalacion como en la fase de produccion
provocando pérdidas econdmicas debido a una disminucion del nimero de plantas. Varios
hongos fitopatdgenos han sido considerados como responsables de los sintomas tipicos de
cada enfermedad: Phaeomoniella chlamydospora (W. Gams, Crous, M.J. Wingf. &
Mugnai) Crous & W. Gams y Phaeoacremonium spp. en la enfermedad de Petri y esca
(Mugnai et al., 1999., Morton, 1999., Crous & Gams, 2000); Eutypa lata (Pers.) Tul. & C.
Tul. y Eutypella spp. en la eutipiosis (Moller & Kasimatis, 1978; Jordan & Schilder, 2005;
Urbez Torres et al., 2009b), especies de Botryospheria en brazo negro muerto (Lehoczky,
1974; Van Niekerk et al., 2006) y especies de Cylindrocarpon y Campylocarpon en el pie
negro (Grasso et al., 1975; Sweetingham 1983; Maluta & Larignon, 1991; Halleen et al.,
2004). Sin embargo, mas alld de la certeza de que algunas especies y géneros de hongos
son agentes causales de cada enfermedad, persisten dudas acerca de la patogenicidad de
algunas especies menos conocidas que se encuentran asociadas a los sintomas y que
podrian participar en el desarrollo de los mismos. En forma similar, existen dudas sobre los
limites entre una enfermedad y otra debido a que algunas especies han sido aisladas de
tejidos con sintomas diversos y caracteristicos de mas de una enfermedad. Ademas, el
amplio rango de climas, suelos y técnicas agrondémicas que afectan el cultivo de la vid
agregan variabilidad al desarrollo de estas enfermedades.

Desde el punto de vista epidemiologico, estas enfermedades podrian ser consideradas como
monociclicas y poliéticas, es decir, con un Unico ciclo infectivo por aflo, pero con una tasa
de crecimiento del nimero de plantas afectadas que crece a medida que pasan los afos.

En Sudamérica, el conocimiento sobre estas enfermedades es escaso. En Uruguay, mas alla
de la observacion de sintomas y el registro de pérdida de plantas, no se ha realizado un

estudio a nivel nacional que permita entender la epidemiologia de estas enfermedades.



1.3.1 Traqueomicosis: enfermedad de Petri y esca

Se denomina traqueomicosis o “phaeotraqueomicosis” al conjunto de sintomas de la planta
de vid causado por la accion de los hongos Phaecomoniella chlamydospora y especies del
género Phaeoacremonium, principalmente P. aleophilum, creciendo en el xilema de la vid.
Cuando la traqueomicosis se manifiesta en plantas jovenes, de menos de 5 afios, se la
denomina enfermedad de Petri; cuando ocurre en plantas adultas acompafiada de la
presencia de hojas atigradas pero sin podredumbre de la madera, se la denomina esca joven;
cuando a estos sintomas se le suma la podredumbre blanca de la madera por actividad de
hongos Basidiomycetes, se denomina esca completa o simplemente esca (Surico, 2009). La
esca, asi definida, seria un complejo de enfermedades de la planta adulta, en que la accién
iniciadora de los hongos Pa. chlamydospora y Phaeoacremonium spp. es sucedida por la

actividad de Basidiomycetes responsables de la podredumbre blanca de la madera.

Enfermedad de Petri

Se manifiesta en plantas jovenes de vid por la reduccion en el didmetro del tronco,
entrenudos cortos, hojas pequefias, follaje reducido y puntos o estrias marrones o negros en
los vasos del xilema (Figura 3). Finalmente, las plantas mueren (Adalat et al., 2000). En
corte transversal del tronco, luego de unos minutos, se puede observar la aparicion de una
sustancia gomosa negra, mientras que en corte longitudinal, se observan los vasos con
estrias discretas de color negro o marron. Estas coloraciones corresponden a la produccion

y acumulacion de polifenoles de la planta en respuesta a la presencia de estos hongos.

Figura 3. Corte transversal de una planta joven de vid con vasos necrosados y produccion

de una goma negra (“black goo). Tomado de Del Rio et al., 2004.



10

Esca joven

La traquomicosis en la esca joven muestra los mismos sintomas descritos para la
enfermedad de Petri, a los que debe agregarse la presencia de hojas atigradas que son el
resultado de la produccién y traslocacion de metabolitos que afectan las hojas (Mugnai et
al., 1999) (Figura 4 a, b). Sin embargo, aunque histéricamente estos sintomas son
considerados tipicos de la esca, su manifestacion es variable y dependeria de la
participacion de otros factores como, por ejemplo, la ocurrencia de lluvias que aumenten la

disponibilidad de agua en la planta (Marchi et al., 2006).

Figura 4. ay b: Sintoma de hojas atigradas. Tomado de Surico, 2009.

Esca

Los sintomas de la Esca aparecen en plantas de vid establecidas de més de 7 afos de edad.
Presenta una manifestacion cronica, en que las plantas exhiben poco crecimiento, hojas
atigradas, menor produccion de fotosintatos, y una manifestacion aguda en que la planta
colapsa, usualmente en verano (apoplejia), produciéndose la muerte de la parte aérea. Se
producen luego rebrotes en las zonas donde aun existe circulacién de savia. Internamente,
en un corte transversal, se observa podredumbre del xilema con distintas zonas y
coloraciones que se corresponden con la accion de las diferentes especies fungicas
responsables de la traqueomicosis y de la podredumbre blanca que participan de la

enfermedad (Figura 5 a, b, c).



Figura 5. Sintomas de esca y signo del hongo.
a: manifestacion cronica con tipicas hojas atigradas y podredumbre blanca de la madera,
b: manifestacion aguda de esca o apoplejia. Tomado de Mugnai et al., 1999,

c: carpoforo de Fomes fomentarius en un tronco de haya. Tomado de Graniti, 2006.

1.3.1.1 Organismos causales

Los hongos precursores de la enfermedad de Petri y esca son Pa. chlamydospora (sin
teleomorfo conocido) y varias especies del género Phaeoacremonium (teleomorfo
Togninia), principalmente P. aleophilum W. Gams, Crous, M.J. Wingf. & Mugnai, pero
también otras especies P. angustius W. Gams, Crous & M.J. Wingf., P. viticola J. Dupont,
P. globosum A.B. Graham, P.R. Johnst. & B. Weir, P. australiense L. Mostert, Summerb.
& Crous y mas de diez especies del mismo género cuya frecuencia de aparicion es menor.
Basidiomycetes de los géneros Fomitiporia e Inocutis desarrollan una accién secundaria,
produciendo enzimas conducentes a la podredumbre blanca esponjosa que caracteriza a la
esca cuando se ha desarrollado totalmente. Si bien el espectro de hongos precursores de la
enfermedad de Petri y esca aparece como bastante uniforme, en los Basidiomycetes
causantes de la podredumbre blanca la situacion es diferente. Fomitiporia mediterranea M.
Fisch. es principalmente europea y Fomitiporia polymorpha M. Fisch. ha sido citada en
Norteamérica; Inocutis jamaicensis (Murrill) A.M. Gottlieb, J.E. Wright & Moncalvo y
Fomitiporella vitis Auger, Aguilera & Esterio ocurren en Sudamérica, Fomitiporia
australiensis M. Fisch., J. Edwards, Cunningt. & Pascoe y dos taxa desconocidos han sido

registrados en Australia, y tres taxa desconocidos ocurren en Sudafrica (Fischer, 2006).
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1.3.1.2 Infeccion

En estudios histologicos sobre el modelo de infeccion de Phaeoacremonium aleophilum en
plantulas en laboratorio, se ha visto que las esporas germinan en 24 horas sobre la
superficie de raices, y forman conidioforos y esporas antes de las 48 horas. Las esporas
germinan y los tubos germinativos crecen sobre la superficie sin penetrarla, excepto cuando
ocurre la formacion de numerosos apresorios. En hojas, los tubos germinativos crecen sin
un patron definido, algunas veces pasando sobre los estomas, a través de los cuales nunca
ocurre penetracion. Cuando se inoculan esporas sobre una herida abierta en tallos, se
observa como Unico sintoma la producciéon de necrosis que penetra desde el punto de
inoculaciéon extendiéndose por 5 mm. En el punto de inoculacién, se registra un extenso
crecimiento de las hifas en las células y espacios intercelulares de los tejidos,
particularmente en la corteza y médula. En secciones de tallo alejadas del punto de
inoculacion, se observa que el crecimiento del hongo ocurre inicialmente a través de los
espacios intercelulares de la epidermis, corteza, y medula, con formacién de conidioforos y
conidios. La Figura 6 muestra los conidioforos y las esporas de P. inflatipes W. Gams,

Crous & M.J. Wingf. en el espacio intercelular de la médula (Feliciano & Gubler, 2001).

Figura 6. Corte transversal de un sarmiento infectado. Tomado de Feliciano & Gubler,

2001.

El floema y el xilema también son invadidos. Algunas células se llenan de gomas y masas
de micelio generandose tilosis. Se observan numerosas hifas extendiéndose
intracelularmente en los vasos del xilema (Figura 7) que pueden producir esporas, y pueden
estar acompanadas o no de distintas cantidades de goma vy tilosis (Feliciano & Gubler,
2001). La formacion de tilosis en raices infectadas por Phaeoacremonium spp. y Pa.

chlamydospora ocurre por crecimiento o expansion de células del parénquima xilematico,



que invaden los vasos del xilema, obstruyéndolo (Del Rio et al., 2001). La presencia de
grandes vacuolas indica que el crecimiento de las células del parénquima se debe a la

entrada de agua (Figuras 8 y 9).

Figura 7. Corte transversal de sarmiento mostrando esporas de P. aleophilum en xilema.

Tomado de Feliciano & Gubler, 2001.

Figura 8. Corte transversal mostrando tilosis en xilema.

Figura 9. Corte longitudinal de raiz con tilosis. Tomado de Del Rio et al., 2001.

Inicialmente, la tilosis tiene una pared similar a la de una célula meristematica, pero su
estructura cambia con el paso del tiempo, incluyendo modificaciones en la estructura de la
pared celular y la aparicioén de estructuras cristalinas. La invasion del lumen del xilema por
células del parénquima vecino esta facilitada por un ablandamiento de las paredes celulares

del xilema que no pueden resistir la presion de las células parenquimatosas con mayor
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potencial hidrico. El ablandamiento de la pared del xilema, que es rica en lignina, puede ser
explicado por la producciéon de enzimas lignoliticas por Pa. chlamydospora 'y
Phaeoacremonium spp. (Del Rio et al., 2004).

También se registran cambios en los compuestos fendlicos, que se vuelven mas abundantes
en los vasos con tilosis, pasando de 12 g de acido galico/100 g peso fresco en raices sin
sintomas, a 34 g 4cido galico/ 100 g peso fresco en raices con gran porcentaje de vasos con
tilosis. En raices muy infectadas, los taninos constituyen un 90% de los fenoles totales
mientras que en raices sanas, los taninos constituyen solo un 41 % de los fenoles totales. El
contenido de resveratrol también se triplica en raices infectadas con respecto a raices sanas.
El aumento de los fenoles totales y de los taninos es una respuesta de la planta a la
presencia de estos hongos, y extractos de raices enfermas son capaces de inhibir el
crecimiento in vitro de los mismos (Del Rio et al., 2001). Es sabido que la concentracién
de taninos condensados sube en plantas que son atacadas por microorganismos, ya sea por
la nueva produccidon o removilizacion hacia la zona de presencia de los patogenos, para
inhibir enzimas fungicas (Byrde, 1963), para reforzar los componentes estructurales de la
pared celular (Bell, 1981) o para formar una barrera quimica a las infecciones (Dai et al.,
1995). Cuando los taninos condensados son oxidados por las polifenoloxidasas, las
quinonas producidas resultan muy toxicas para los patdgenos de plantas (Vidhyasekaran,
1988). Existe una gran variabilidad en el contenido de fenoles de los distintos cultivares de
V. vinifera. Por ejemplo, se ha constatado que plantas del cv. “Aragonez” contienen la
menor cantidad de fenoles constitutivos, y €stas parecen ser las mas susceptibles a la
colonizacioén por Pa. chlamydospora. Por otra parte, aislamientos de esta especie pueden
crecer en presencia de resveratrol y dcido tanico como Unica fuente de carbono en un medio
con minimos nutrientes, lo que sugiere que podria ser capaz de convertir enzimaticamente
estos fenoles en derivados menos toxicos (Martin et al., 2009). La acumulacion neta de
fenoles dentro de los tejidos vegetales infectados por patdogenos es probablemente
controlado por el balance que puede resultar de la capacidad del hospedero de producirlos
y de la capacidad del patdégeno para metabolizarlo o detoxificarlo (Bruno & Sparapano,
2006). En ensayos de cocultivo entre callus de vid y aislamientos de Pa. chlamydospora y
P. aleophilum, se observd que el callus del cultivar susceptible “Italia” contenia menos
fenoles totales que el cv. “Matilde”, medianamente resistente a estos hongos. Por otra parte,
el nivel de resveratrol fue igualmente reducido en ambos durante el cocultivo en

comparacion con el callus que crecia sin presencia de los patdogenos. Esto confirmaria que



el resveratrol, una fitoalexina activa contra Botrytis cinerea Pers. , es tacilmente degradado
por los hongos de la esca, y por lo tanto no constituiria una barrera eficaz contra estos

hongos (Bruno et al., 2006).

Produccion de enzimas y fitotoxinas

P. chlamydospora y P. aleophilum producen metabolitos fitotoxicos, que junto a sustancias
de defensa producidas por la planta (fenoles) y esporas de los patdogenos pueden ser
traslocados por la savia desde los tejidos lefiosos enfermos hasta las partes aéreas. En
bioensayos de fitotoxicidad, se observo el desarrollo de sintomas en hojas nutridas con
savia obtenida de plantas infectadas con Pa. chlamydospora, P. aleophilum y Fomitiporia
mediterranea M. Fisch., mientras que hojas nutridas con savia proveniente de plantas sin
sintomas no produjeron sintomas visibles. Estos sintomas resultaron muy parecidos a los de
esca: manchas cloréticas y necréticas, amarronamiento y enrojecimiento de grandes areas y
el colapso de tejidos entre las nervaduras. Los metabolitos fitotdéxicos producidos por estos
hongos son scytalona e isoclerona (compuestos pentacetonicos) y o- glucanos
(exopolisacaridos), que son producidos y acumulados en tejidos vegetales infectados en
cantidades suficientes para explicar los sintomas de toxicidad. La concentracién mas alta de
scytalona en hojas con sintoma en plantas enfermas ha sido registrada a mitad del verano,
cuando las tipicas hojas atigradas aparecen en las vides afectadas por esca.

La presencia de fenoles como el 4cido galico en la savia y en las hojas fue mayor en el cv.
“Matilde” que en el cv. “Italia”. Esto podria también ayudar a explicar la menor
susceptibilidad del cv. “Matilde” a los hongos asociados a la esca (Bruno ef al., 2006).
Ademas de fitotoxinas, muchos hongos fitopatdégenos producen enzimas extracelulares que
son capaces de degradar componentes de la pared de la célula vegetal, como por ejemplo
xilanasas, celulasas y pectinasas. Por otra parte, la relativa actividad de una o mas de estas
enzimas en cada aislamiento puede determinar su grado de virulencia. No se constatd la
produccion de quitinasa, ni actividad lignino-peroxidasa por parte de especies de
Phaeoacremonium y Pa. chlamydospora. Sin embargo, las especies de Phaeoacremonium
(P. aleophilum, P. angustius, P. viticola) produjeron lacasa, una polifenoloxidasa
involucrada en la degradacion de la lignina. Todos los aislamientos produjeron proteasas,
lipasas, amilasas, celulasa, xilanasa, pectinasa (poligalacturonasa), y ureasas. Especies de

Phaeoacremonium mostraron mayor actividad xilanasa y celulasa que Pa. chlamydospora,
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lo que podria representar una mayor capacidad de degradar la pared celular de tejidos
lefiosos. Con respecto a la pectina, Phaeoacremonium mostr6é actividad pectatoliasa y
poligalacturonasa, mientras que Pa. chlamydospora s6lo mostréo actividad
poligalacturonasa. Las especies de Phaeoacremonium resultaron mas homogéneas en la
actividad de estas enzimas mientras que aislamientos de Pa. chlamydospora presentaron

mayor variabilidad (Santos et al., 2006).

1.3.2 Brazo muerto de la vid

El brazo muerto de la vid comprende varias sintomatologias similares causadas por hongos
de diferentes especies. Debido a esto, el sintoma suele ser nombrado asociado al género de
hongos indicado como responsable en cada caso: Eutipiosis o Eutypa dieback y Brazo
negro muerto también llamado Botryosphaeria canker. En la actualidad Phomopsis no es
considerada responsable del sintoma de brazo muerto, mientras que Eutypa lata y especies
de Botryosphaeria 1o son pero con algunas variaciones en los sintomas externos que se
producen en la planta afectada. E. lata se ve favorecida por climas mas frios y himedos en
comparacion con ciertas especies de Botryosphaeria que son dominantes en regiones mas
calidas y secas, mientras que las distribuciones de ambas pueden sobreponerse como ocurre
en extensas areas del norte y centro de California (Urbez-Torres et al., 2006a). Se
desconoce la preeminencia de uno u otro género en otras regiones viticolas del mundo. Se
la considera una enfermedad de la planta adulta, ya que la aparicion de sintomas ocurre

varios afios después de ocurrida la infeccion de los tejidos.

1.3.2.1 Eutipiosis

Los sintomas se pueden observar al comienzo de la estacion de crecimiento. Incluyen
brotes achaparrados con hojas pequefias, cloroticas y en forma de copa (Figura 10 a, b) que
pueden deberse a la accion de fitotoxinas producidas por Eutypa lata y traslocadas desde la
madera mas vieja (Mauro ef al., 1988). En un corte transversal de la madera vieja afectada,
puede observarse la presencia de necrosis con coloracion oscura, en forma de V y
consistencia firme (Figura 10 c). Esta podredumbre, mas alla de tener una textura firme, se
clasifica como podredumbre blanda por resultar de la accion de Ascomycetes y

Deuteromycetes (Rolshausen, 2007). Los sintomas internos y externos aparecen en la



planta varios afios después de ocurrida la infeccion (Moller & Kasimatis, 1978). La muerte
del corddn, o de la planta entera, puede ocurrir varios afios después de la aparicion de los
sintomas (Rudelle ef al. 2005). Luego de la pérdida del ritidoma en la zona donde se
produjo el cancro, E. lata produce estromas de color negro conteniendo numerosos

peritecios con ascosporas (Carter, 1996).

Figura 10. Sintomas de Eutipiosis.
a 'y b: sintomas foliares producidos por E. /ata con hojas en forma de copa,
c: necrosis sectorial producida por E. lata. Tomado de Sosnowski & Loschiavo, 2010.

1.3.2.1.1 Organismos causales

El sintoma descripto como eutipiosis ha sido atribuido a la accion del hongo Eutypa lata
(sinonimo E. armeniacae; anamorfo Libertella blepharis) (Moller & Kasimatis, 1978). Esta
especie habia sido previamente citada como endofito en Australia en 1957 (Carter, 1957) y
California en 1968 (Moller, 1968). La disparidad en la produccién de metabolitos
secundarios entre aislamientos de E. lata podria explicar parcialmente su variacion en
virulencia y podria deberse al hecho de ser E. lata una especie que se reproduce
sexualmente, lo que afectaria ésta y otras caracteristicas fenotipicas. Eutypella vitis
(Schwein.) Ellis & Everh. (sindnimo E. aequilinearis) ha sido aislada de cancros de los que
también se aislo E. lata (Catal et al., 2007). Estas especies tienen similares caracteristicas
en cultivo por lo cual la diferenciacion entre ambas se basa en el andlisis de regiones de su
ADN. La patogenicidad potencial de esta especie ha sido demostrada en estacas de vid

(Jordan & Schilder, 2005).

17



18

1.3.2.1.2 Infeccion

E. lata infecta plantas principalmente a través de heridas de poda, y luego invade el sistema
vascular de brotes y troncos produciendo la tipica necrosis en forma de V que es visible en
el corte transversal de los tejidos lefiosos. El tipo de podredumbre causado por E. lata en la
madera es clasificada como una podredumbre blanda. Los sintomas en las partes aéreas

aparecen luego de un periodo de incubacion de tres a cuatro afios.

Produccion de enzimas y fitotoxinas

El andlisis de madera infectada revela que gliicidos no estructurales como el almidon y
estructurales como la hemicelulosa son los sustratos de E. /ata. La actividad enzimaética
degradadora del almidon sugiere que esta destinado a satisfacer las demandas de energia
del hongo. Si bien E. lata también mostr6é produccion de enzimas con actividad lignolitica
y polifenoloxidasas, se ha visto que tejidos infectados suelen mostrar mayor proporcion de
lignina. Esto podria deberse a la deposicion de nueva lignina formada como respuesta del
hospedero a la presencia del patdégeno, o debido a que la degradaciéon de la lignina resulta
mas lenta que la de hemicelulosa y otros compuestos mas facilmente degradados
(Rolshausen et al., 2006). La eutypina y otros péptidos tales como eulatachromeno,
eulatinol, eutypinol, metileutypinol y siccayna (Rolshausen et al., 2006) secretados por E.
lata en la madera afectada son transportados por el xilema hacia las hojas en las que afectan
la estructura y funciéon de las membranas plasmatica, mitocondriales, y plastidiales
(Deswarte et al., 1994). Se observo hinchazon de los cloroplastos con dilatacion de los
tilacoides e inhibicién de la fotosintesis, desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa en
mitocondrias, y alteraciones del flujo de protones en la membrana plasmatica de células de
la hoja en vid. Asi, parte de los efectos de las toxinas se debe a una reduccion progresiva de
la energia de las células que podria llevar a una situacion de privacion metabolica

(Rolshausen et al., 2006).



1.3.2.2 Brazo negro muerto o Botryosphaeria Canker

Cuando las especies de Botryosphaeria son los agentes causales del brazo muerto, en corte
transversal del tronco no es posible distinguir la podredumbre (Figura 11 b, ¢) de aquélla
provocada por E. lata (Figura 10 c). Sin embargo, la manifestacion externa es diferente,
pudiendo también incluir fallas en la brotacion, defoliacion y brotes de menor porte (Figura
11 a). Las especies de Botryosphaeria raramente forman el teleomorfo en campo (Van

Niekerk et al., 2006).

Figura 11. Brazo negro muerto.

a: fallas en la brotacion de pulgares, b: necrosis sectorial vista en corte transversal,

c: puntos castafios y negros difusos sin produccion de goma vista en corte transversal del
tronco. Tomado de Van Niekerk et al., 2006.

1.3.2.2.1 Organismos causales

Especies del género Botryosphaeria (teleomorfo) han sido aisladas con gran frecuencia de
tejidos necrdticos similares a los producidos por E. lata. Es conocido que especies de este
género pueden ser patdgenas, saprofitas o endodfitas de angiospermas y gimnospermas
(Denman et al., 2000). Si bien la morfologia de los teleomorfos difiere poco entre especies,
un amplio rango de morfologias puede ser observado entre los anamorfos y es por lo tanto a
partir de ellos que es posible la distincion de especies. Los anamorfos de las especies de
Botryosphaeria son actualmente atribuidos a los géneros Fusicoccum Corda,
Neofussicoccum Crous, Slippers y Everh., Diplodia Fr., Lasiodiplodia Ellis y Everh. y
Dothiorella Sacc. (Crous & Palm 1999, Denman et al., 2000, Phillips et al., 2005).
Diplodia y Lasiodiplodia estan caracterizados por la produccién de conidios con paredes
gruesas y pigmentadas, Fusicoccum y Neofusicoccum producen en general conidios de

paredes delgadas y hialinos, y en el caso de Neofusicoccum parvum forman septos
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transversales y se pigmentan con el tiempo (Crous et al., 2006). Dothiorella se caracteriza
por la produccion de conidios similares a los de Diplodia y ascosporas septadas (Phillips et
al., 2005). Botryosphaeria australis Slippers, Crous & M.J. Wingf., Botryosphaeria
dothidea (Moug.) Ces. & De Not., Botryosphaeria lutea A.J.L. Phillips, Botryosphaeria
obtusa (Schwein.) Shoemaker, Botryosphaeria parva Pennycook & Samuels,
Botryosphaeria rhodina (Berk. & M.A. Curtis) Arx 1970, Botryosphaeria stevensii
Shoemaker 1964, Botryosphaeria iberica A.J.L. Phillips, J. Luque & A. Alves 2005 y
Botryosphaeria viticola A.J.L. Phillips & J. Luque 2006 fueron aisladas de cancros en
plantas de vid en California (Urbez Torres et al., 2006a). En Espatia, las especies B. obtusa,
B. dothidea y B. parva han sido citadas asociadas a sintomas similares, (Urbez-Torres et
al., 2006b). Mas recientemente, se ha demostrado la patogenicidad de aislamientos de todas
estas especies, aunque la virulencia fue variable (Urbez-Torres & Gubler, 2009). Estos
autores encontraron que Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. fue la especie
mas virulenta, seguida por Neofusicoccum luteum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers
& A.J.L. Phillips, Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers &
A.J.L. Phillips, y Neofusicoccum australe (Slippers, Crous & M.J. Wingf.) Crous, Slippers
& A.J.L. Phillips, todas categorizadas como altamente virulentas. B. dothidea fue
considerada medianamente virulenta, y Diplodia mutila (Fr.) Mont., Diplodia seriata De
Not., Dothiorella ibérica A.J.L. Phillips, J. Luque & A. Alves, y Dothiorella viticola A.J.L.

Phillips & J. Luque, fueron evaluadas como débilmente virulentas.

1.3.2.2.2 Infeccion

Produccion de fitotoxinas

Especies de este género producen sustancias que resultaron fitotoxicas para hojas de vid in
vitro. N. luteum, D. viticola, Diplodia seriata y Fusicoccum aesculi Sacc. producen
compuestos hidrofilicos de alto peso molecular, probablemente exopolisacaridos. N. luteum
y N. parvum, cuyos extractos han demostrado la fitotoxicidad mayor, contienen ademas
fitotoxinas lipofilicas de bajo peso molecular (Martos et al., 2008). B. dothidea (F. aesculi)
produce melleina e hidroximelleina, fitotoxinas producidas por varios hongos como
Aspergillus ochraceus y Cercospora taiwanensis (Moore et al., 1972, Camarda et al.,
1976). En aislamientos de esta especie, también se ha comprobado la produccion de lacasa,

responsable de la oxidacion del resveratrol en madera infectada (Djoukeng et al., 2009).



1.3.3 Pie negro

El pie negro de la vid es una enfermedad que afecta las raices y cuello de la planta de vid de
menos de diez afios en la mayoria de las regiones viticolas. Existen descripciones desde el
ano 1961 (Larignon, 1991; Grasso & Magnano di San Lio, 1975) cuando se lo asocio a
especies de hongos del género Cylindrocarpon. Los sintomas internos son estrias negras en
la base del tronco de la planta (Figura 12 a) e inclusiones de goma en los vasos del xilema.
Se observé una decoloracion castafia oscura que subia 15 cm desde el suelo y que también
era visible en la porcion del tronco por debajo de éste, la que se adentraba en las raices mas
grandes (Sweetingham, 1983). Los sintomas externos incluyen retrasos en la brotacion de
yemas en la primavera (Figura 12 b), brotes pequefios de entrenudos cortos con hojas que

presentan clorosis y necrosis internerval (Halleen ef al., 2004, 2006a).

Figura 12. Pie negro.
a: necrosis ascendente desde la base del tronco. Tomado de Alaniz, 2008,
b: sintomas foliares: yemas que no brotan y brotes débiles. Tomado de Halleen et al., 2006a.

1.3.3.1 Organismos causales

Cylindrocarpon Wollenw. y Campylocarpon Halleen, Schroers & Crous son anamorfos
descriptos como “Cylindrocarpon” y de cuyas especies se reconocen actualmente
teleomorfos pertenecientes a varios géneros. Entre las especies de anamorfos que se
encuentran en vid se distinguen como patégenos a Cylindrocarpon liriodendri J1.D.
MacDon. & E.E. Butler (teleomorfo Ilyonectria ex Neonectria), Cylindrocarpon
destructans (Zinssm.) Scholten var. destructans, Netherl., ex C. radicicola, (teleomorfo
Ilyonectria radicicola, ex Neonectria y Nectria), Cylindrocarpon macrodidymum Schroers,
Halleen & Crous (teleomorfo [lyonectria macrodidyma, ex Neonectria), Cylindrocarpon

olidum var. olidum (Wollenw.) Wollenw., (teleomorfo Thelonectria olida), Campylocarpon
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fasciculare Schroers, Halleen & Crous y Campylocarpon pseudofasciculare Halleen,
Schroers & Crous sin teleomorfo conocido (Halleen et al., 2004, 2006a, Chaverri et al.,
2011). C. pauciseptatum Schroers & Crous posiblemente sea también patogeno de la vid
(Cabral et al., 2009). En la vid, C. liriodendri y C. macrodidymum han sido encontrados en
las raices, en la madera del portainjerto, principalmente desde la base, y en la zona del
injerto y son considerados agentes causales principales de la enfermedad (Rego et al., 2000;

Petit & Gubler; 2005, Alaniz, 2008).

1.3.3.2 Infeccion

C. liriodendri y C. macrodidymum infectan a la vid por las raices, pero también pueden
ingresar a la planta por la herida del injerto (Alaniz et al.,, 2008). En Tasmania, la
incidencia del pie negro se ha asociado a problemas de drenaje en el suelo. Las plantas de
vid enfermas mueren como resultado de la oclusion de los vasos del xilema por tilosis. En
el corte transversal, se observa que la mayoria de los vasos estan bloqueados con tilosis, y
los elementos del floema funcional también contienen sustancias gomosas. Las hifas del
hongo estan presentes en el parénquima radial del floema y del xilema joven, que es rico en
almidon. Las hifas no son visibles dentro de los vasos, y raramente en los elementos del

floema (Sweetingham, 1983).

Produccion de enzimas y fitotoxinas

En Australia, aislamientos de Cylindrocarpon spp. mostraron produccion in vitro de
Brefeldina A, un compuesto con accion fitotoxica y antifungica. Este compuesto podria
inhibir a otros hongos y favorecer el establecimiento de Cylindrocarpon en la rizosfera
(Sweetingham, 1983). Se ha visto que esta fitotoxina tiene la capacidad de inhibir la mitosis
en la punta de raices de Vicia faba (Betina & Murin, 1964) y esto seria consistente con el
dafio producido en otras especies vegetales. Sin embargo, este compuesto no pudo ser
detectado en raices enfermas de plantas de vid (Sweetingham, 1983). Aislamientos de estas
especies también producen poligalacturonasas, pectinliasas y amilasas in vitro
(Sweetingham, 1983). Por otra parte a partir de filtrados de cultivos de Nectria radicicola
Gerlach & Nilsson se identificoé una fraccion peptidica "radicicolin” y una sustancia
fenodlica radicicol, igual a otra descripta anteriormente y denominada  monorden

(Mirrington et al., 1966).



1.4 Hipotesis

Las enfermedades del tronco de la vid en Uruguay se encuentran asociadas a especies de
hongos patogenos que integran una comunidad cuya composicidon varia segun los sintomas
presentes en las plantas de vid, los cultivares y las regiones agroclimaticas donde se realiza

el cultivo de la vid.

La dispersion de los hongos puede ocurrir a través de los plantines obtenidos mediante

reproduccion vegetativa a partir de plantas madres contaminadas pero asintomaticas.

Existen diferencias en la patogenicidad y virulencia entre los aislamientos fiingicos locales

de especies patdgenas poco conocidas.

1.5 Objetivos

Objetivo general

Analizar la comunidad de hongos fitopatégenos asociados a las enfermedades del tronco de

la vid en Uruguay

Objetivos especificos

Identificar las especies de hongos patdgenos asociados a sintomas de las enfermedades del
tronco de la vid en los principales cultivares implantados en todas las regiones viticolas de
Uruguay.

Establecer la relacion entre sintomas, cultivares y regiones con las especies patogenas
identificadas.

Detectar tempranamente la presencia de las principales especies patogenas en plantas de vid
asintomaticas usadas para la multiplicacion vegetativa.

Determinar la patogenicidad y virulencia en vid de los aislamientos obtenidos de especies

patdgenas poco conocidas.
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CAPITULO 2
COMUNIDAD FUNGICA ASOCIADA A LAS ENFERMEDADES
DEL TRONCO DE LA VID

2.1 Introduccion

Se estima que existen mas de 1,5 millones especies de hongos de las que s6lo se han
identificado entre un 5 y un 10 % (Hawksworth, 2001). En la actualidad, se acepta que el
criterio para el reconocimiento de las especies fungicas puede ser morfologico, bioldgico y
filogenético. El andlisis filogenético de secuencias de ADN se acerca mas al concepto
evolutivo de especie que las definiciones morfoldgica y biologica. El reconocimiento
filogenético de especies resulta mas ajustado porque una vez que la progenie de especies
evolutivas se ha formado a partir de un ancestro, los cambios en la secuencia de nucleotidos
pueden ser reconocidos antes que sucedan cambios en el patrén de apareamiento (especie
bioldgica) o en la morfologia (especie morfoldgica) (Taylor, 2000). La region ITS del
ADN ribosomal ha sido propuesta como codigo de barras para la identificacion de especies
de hongos, siempre que sea mayor de 500 pb. En especies en que los amplicones son
menores, la variacion de la region ITS es insuficiente para la identificacion inequivoca de
especies y en estos casos la subunidad grande del ADN ribosomal (LSU) u otros genes
podrian ser utilizados para la identificacion de especies (Seifert, 2009).

En ecologia, los métodos basados en la morfologia son la manera clasica de identificar
especies y evaluar la diversidad in situ (Smith et al., 2002). Uno de los resultados mas
utiles de un estudio clésico es una lista de las especies encontradas, que permite comparar
datos a través de diversos sitios, estudios, y diferentes grupos taxondémicos o ecolégicos. La
combinacion de distintas listas de especies de multiples estudios permite disponer de
informacion basica acerca de las especies individuales tales como rango geografico,
relaciones con el hospedero y distribucioén ecoldgica. Las comunidades fingicas de areas
diferentes pueden ser comparadas para determinar patrones de diversidad de especies.
Finalmente, datos de distintos estudios se pueden combinar para detectar los factores
biologicos y ambientales que influyen en la estructura de las comunidades fungicas a una

escala mayor (Schmit & Lodge, 2005).
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Por otra parte, los métodos de deteccion de la presencia de microorganismos en un sustrato
pueden estar basados en la deteccion de su ADN. La disciplina de la ecologia molecular
surgid en 1990 con el desarrollo de la técnica de PCR. En pocos afios se progresé en el
desarrollo de cebadores para hongos (White et al., 1990) y en la aplicaciéon de PCR en
muestras ambientales para el analisis de la comunidad sin necesidad de cultivo. Si bien esta
técnica puede usarse en cualquier gen, el ADN ribosomal ha sido el mas utilizado en
hongos porque se encuentra en multiples copias en todos los organismos y comprende
dominios muy conservados (Bidartondo & Gardes, 2005).

En comparacion con los métodos moleculares, los métodos clasicos presentan algunas
limitaciones. Algunas especies pueden no crecer en cultivo, y por lo tanto no podran ser
identificadas a través de los métodos clasicos, o bien pueden crecer pero no producir
fructificaciones en cultivo sobre las que se basa su clasificacion tradicional. Estas
desventajas pueden causar una identificacion incompleta de las especies que componen una
comunidad determinada generando una distorsion en los resultados. Existen variaciones de
este método que se adaptan a las distintas manifestaciones de los hongos: colecta
oportunista de cuerpos fructiferos, colecta basada en sustratos discontinuos, colecta en
transectas para hongos que varian de acuerdo a un gradiente, cAmara humeda y cultivo para
hongos que no fructifican pero se encuentran presentes y pueden manifestarse en
condiciones de cultivo. Los datos que se generan pueden ser analizados estadisticamente en
estudios de diversidad a través de curvas de acumulacion de especies y métodos
multivariados. Los mas frecuentes son el analisis de cluster y los métodos de ordenacion,
que permiten agrupar u ordenar un numero de sitios en base a las similitudes determinadas
a través del andlisis de un niimero de variables. En un estudio exploratorio no hay una
hipotesis especifica para probar, y es de interés agrupar sitios u hospederos en base a la

similitud entre comunidades fungicas (Schmit & Lodge, 2005).

2.2 Objetivos

Identificar las especies de hongos patdgenos asociados a sintomas de las enfermedades del

tronco de la vid en todas las regiones viticolas de Uruguay.

Establecer la relacion entre sintomas, cultivares y regiones con las especies patogenas

identificadas.



2.3 Materiales y Métodos
2.3.1 Reconocimiento de sintomas

En el caso de la enfermedad de Petri, las plantas sintomaticas fueron identificadas dentro de
cuadros de vid recientemente implantados e integrados por plantines mayoritariamente
sanos con abundante desarrollo vegetativo (Figura 13 a). Entre éstos, se constatd la
presencia de plantines con escaso desarrollo foliar (Figura 13 b), con puntos oscuros en el

corte transversal del tronco, caracteristicos de la enfermedad de Petri (Figura 13 c).

Figura 13. Sintomas de enfermedad de Petri. a: planta joven sana, b: planta joven enferma,
c: puntos castafios y negros que pueden exudar una sustancia gomosa negra.
Las plantas de vid con esca cronica se identificaron en cuadros en produccion. Estas eran
plantas adultas con escaso desarrollo foliar (Figura 14 a), en las que el corte transversal del
tronco permiti6 observar una podredumbre con coloraciones blancas, amarillas y pardas,
de textura blanda y limites irregulares (Figura 14 b). Las vides con esca aguda se
identificaron por el colapso del follaje y la ocurrencia de rebrotes tardios en las partes
sanas del tronco (Figura 14 ¢). En algunos casos, se observo la presencia, sobre el tronco

afectado, de basidiocarpos producidos por hongos Basidiomycetes (14 d).

Figura 14. Sintomas externos y signo de la esca. a: esca cronica, b: podredumbre blanca,
c: apoplejia, d: basidiocarpo de Inocutis jamaicensis (signo) en tronco viejo de vid.
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Las vides con brazo muerto fueron identificadas por la presencia de pulgares con yemas
que no brotaron (Figura 15 a), que internamente presentaban tejidos necrosados (Figura 15
b). En el corte transversal de los brazos y tronco principal, se observo la podredumbre

sectorial de color oscuro y consistencia firme en forma de V (Figura 15 c).

Figura 15. Sintomas de brazo muerto. a: pulgar con yemas que no brotan,
b: pulgar con tejidos internos necrosado c¢: necrosis en V' descendente

Las vides con pie negro fueron identificadas por el retraso observado en la brotacion de las
yemas al inicio de la primavera (Figura 16 a), y la presencia de raices oscurecidas por

debajo de la corteza (Figura 16 b).

>
=

Figura 16. Sintomas de pie negro. a: retraso y fallas de brotacion, b: raices oscurecidas

2.3.2 Cuantificacion de sintomas externos

Se realiz6 un relevamiento de vides con los sintomas de brazo muerto, esca y enfermedad
de Petri en las regiones viticolas de Artigas, Salto, Paysandu, Rivera, Tacuarembd, Durazno
y Canelones. Las variedades seleccionadas fueron Tannat, Cabernet Sauvignon, Cabernet
Franc y Sauvignon Blanc debido a que son cultivadas en todas las regiones viticolas del
pais e importantes comercialmente en la elaboraciéon de vinos. Los cultivares Marcelan y
Merlot fueron relevados en dos vifiedos debido a que éstos ocupan un area menor en

relacion a los otros y a que no se encuentran en todas las regiones del pais. Los sintomas de



pie negro, que externamente pueden ser confundidos con cualquiera de los anteriores, no
fueron considerados. Consecuentemente, algunos de los registros de estos sintomas pueden
incluir plantas que en realidad padeciesen de pie negro. Se contaron entre 300 y 600 plantas
de cada cultivar (Anexo 6A) ubicadas en filas elegidas al azar en cada punto de

observacion.
2.3.3 Obtencion de muestras de material vegetal

Se realizé el muestreo de plantas de vid con sintomas externos de las enfermedades del
tronco de la vid en todas las regiones viticolas del Uruguay comprendidas en los
departamentos de Artigas, Salto, Paysandu, Rivera, Tacuarembd, Durazno, Colonia, San
José, Canelones, Montevideo y Maldonado (Figura 17). El muestreo fue mds intenso en
aquellos departamentos donde existe mayor superficie de vifiedo, en particular en
Canelones. En el caso de la enfermedad de Petri, cada muestra consistidé en una seccion del
tronco que se extiende 10 cm por arriba y por debajo de la union del injerto; en las plantas
con esca y brazo muerto, la muestra consistid en una seccion del tronco que contuviese la
podredumbre. En el caso del pie negro, en que los sintomas externos no son facilmente
diferenciables, el muestreo fue menor, y se circunscribié a los departamentos de Canelones,
Montevideo, Colonia y Maldonado, y cada muestra consistio de secciones de raices
obtenidas del suelo proximo al cuello de la planta.

Las muestras fueron etiquetadas y transportadas al laboratorio para su inmediato

procesamiento.
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Figura 17. Sitios de muestreo
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2.3.4 Obtencion de aislamientos fungicos

Las muestras fueron descortezadas y lavadas bajo agua corriente. Posteriormente fueron
desinfectadas superficialmente mediante inmersion durante un minuto en alcohol 80%,
hipoclorito de sodio 4%, y finalmente enjuagadas en agua estéril y secadas sobre papel
estéril. La muestra desinfectada fue abierta longitudinalmente con una tijera previamente
esterilizada por calor, y se tomaron segmentos de xilema ennegrecido de 3 x 1 mm. Diez
segmentos de cada muestra fueron sembrados en placas de Petri conteniendo medio de
cultivo PDA (Potato Dextrose Agar) acidificado con acido lactico (pH 4,5). Las placas
fueron cultivadas a temperatura ambiente durante cuatro semanas para permitir la
emergencia de los hongos buscados. Los segmentos que inicialmente no mostraron
crecimiento inicial fueron transferidos a otras placas con el mismo medio de cultivo para
que no fuesen contaminados por hongos de rapido crecimiento. Todos los aislamientos
obtenidos fueron repicados a dos placas de cultivo conteniendo medio PDA destinadas una

para extraccion de ADN y otra para observacion y descripciéon macro y microscopica.

2.3.5 Identificacion de especies

2.3.5.1 Identificacion morfologica

Cultivo y observacién microscopica

El cultivo de los hongos para la identificacion de géneros y especies se realizé en medio
PDA (Samson et al., 1995).

En el caso de algunos géneros, se llevo a cabo el cultivo en medios y condiciones de cultivo
diferenciales para permitir el desarrollo de caracteres fenotipicos que pudiesen ser usados
para la identificacion de las especies. Los aislamientos de Phaeoacremonium fueron
cultivados en placas conteniendo extracto de Malta-Agar 2% (MEA) a 25° y 37° C. Los
aislamientos de Botryosphaeria fueron cultivados en agar agua con aciculas de pinos con el
fin de facilitar la produccion de conidios (Samson ef al., 1995).

Se observo y registro la produccion de pigmentos y estructuras reproductivas.



2.3.5.2 Identificacion filogenética

Extraccion de ADN de cultivos puros
Los aislamientos fueron cultivados hasta que las colonias alcanzaron al menos 20 mm de
diametro. El micelio fue colectado con bisturi estéril, y el ADN fue extraido y purificado de

acuerdo al protocolo de Lee & Taylor (1990).

Amplificacion de ADN con cebadores generales de hongos

El ADN de los aislamientos puros fue amplificado mediante PCR con cebadores generales
ITS4 e ITS 5 que amplifican la totalidad de la region ITS (Internal Transcribed Spacer) del
ADN ribosomal (ITS1 y ITS2) y la subunidad ribosomal 5.8S, e incluyen el extremo 3" de
la subunidad pequefia del ADNr (SSU) y el extremo 5° de la subunidad grande del ADNr
(LSU) (White et al,. 1990). En especies en que la region ITS no resultd informativa, se
amplificaron y secuenciaron otras regiones del genoma. En aislamientos del género
Phaeoacremonium se amplificd parte del gen que codifica para la B-tubulina con los
cebadores T1 y Bt2b (O’ Donnell & Cigelnik, 1997; Glass & Donalson, 1995). En
aislamientos del género Greeneria se amplificd una parte de la region LSU del ADN
ribosomal con los cebadores LROR y LR7 (Vilgalys & Hester, 1990). En el caso de algunos
aislamientos del género Botryosphaeria, se amplificd una seccion del gen que codifica para
la subunidad de la ARN polimerasa II con cebadores RPB2bot6F y RPB2botR  (Sakalidis,
2004). (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencia de los cebadores y tamafio esperado de los productos de amplificacion

Cebadores Secuencia Tamafio
en pb
ITS 4/1TS 5 5’-tcctecgcettattgatatge-3°/5’-ggaagtaaaagtcgtaacaagg-3’ 600
T1/pt2b 5’-aacatgcgtgagattgtaagt-3°/5’-accctcagtgtagtgacccttgge-3’ 600
LROR /LR7 5’-acccgctgaacttaage-3°/5’-tactaccaccaagatct-3° 1300
RPB2bot6F/ RPB2botR 5’- ggtagcgacgtcactcee-3 /5 -ggatggatctcgeaatgeg-3” 500
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Los productos de amplificacion fueron visualizados en gel de agarosa al 3% tefiido con
bromuro de etidio en luz ultravioleta y secuenciados por Macrogen, Seul, Corea.

La reaccion de amplificacion se realizo en 25 ul de volumen final, con un paso inicial de
desnaturalizacion a 94°C durante 3 min, 35 ciclos de desnaturalizacion (30 segundos a
94°C), hibridacién (30 segundos a 50 °C) y extension (1 min a 72°C). Se secuenciaron las
dos hebras de ADN con los mismos cebadores y ambas secuencias fueron alineadas con el
programa CLUSTAL W y corregidas manualmente utilizando el programa MEGA 4
(Tamura et al, 2007) antes de ser comparadas mediante el algoritmo Blast con las
secuencias registradas en el GenBank (www.ncbi.nlm.gov). Se usé una seleccion de
secuencias para lograr el reconocimiento de las especies mediante su andlisis filogenético.
Las secuencias propias usadas para este analisis fueron suministradas al GenBank y sus

codigos de identificacion se encuentran indicados en los arboles filogenéticos producidos.

Analisis filogenético

El analisis filogenético fue realizado mediante el programa PAUP 4-Phylogenetic Analisis
Using Parsimony- (Swofford, 2003). Se incluyeron secuencias corregidas de los
aislamientos propios, secuencias de las cepas tipo y otras cepas relacionadas obtenidas del
GenBank cuyos codigos de identificacion se encuentran indicados en los arboles

filogenéticos producidos.



2.3.6 Analisis de datos

Se generaron listas de las especies encontradas asociadas a los distintos sintomas, cultivares
y regiones. Se contabilizd un aislamiento de cada especie patdgena o potencialmente
patogena identificada por planta sintomatica. Las especies se agruparon por géneros.
(Anexo 1). Se generaron matrices de la abundancia de los géneros en relaciéon con los
sintomas, cultivares y regiones, del tipo sitio-especie (Anexos 2A, 3A, 4A). A partir de
¢éstas, se formularon matrices con la densidad relativa de cada género (Anexos 2B, 3B, 4B)
en relacion al total de aislamientos (d,= num. de aislamientos de un género/ntim. total de
aislamientos) a partir de las cuales se realizaron los analisis de correspondencia. Para el
ordenamiento de sintomas, cultivares y regiones se uso6 el andlisis de correspondencia del
programa PAST (Hammer et al., 2001) que muestra los sitios ordenados en un espacio
determinado por dos ejes que resumen el efecto de las variables, generandose tablas de
Eigenvalue, Score y Relay index (Anexos 2 C, D, E; 3 C, D, E; 4 C, D, E).

En la matriz géneros-cultivares, los cultivares de portainjertos de los que se desconoce su
identidad fueron agrupados y considerados genéricamente en la categoria “Portainjertos”;
los cultivares de V. vinifera sub-representados en el total con respecto a Cabernet
Sauvignon, que fue el mas ampliamente muestreado y analizado, fueron agrupados en la
categoria "Otros cultivares”.

El analisis de la relacion entre sintomas y regiones (Departamentos) se realizé en base a dos
matrices diferentes. La matriz géneros-regiones (Anexo 4 A) contiene la totalidad de los
registros obtenidos en todas las regiones muestreadas y fue usada para generar una tabla de
densidad relativa y analisis de correspondencia como ya fue descrito. A partir de ésta, se
generd una matriz de géneros-regiones que excluyo las regiones y géneros submuestreados.
Se generd la respectiva matriz de densidad relativa y el correspondiente analisis de
correspondencia (Anexo 5 A, B, C, D, E, F)

El analisis de la relacion entre sintomas externos y cultivares de V.vinifera se realizé en
base al registro de sintomas en los distintos cultivares. Debido a que el nimero de plantas
relevado varid entre cultivares (Anexo 6 A), se crearon tablas en base 100 (Anexo 6 B), a
partir de la cual se generd la matriz de frecuencia relativa de sintomas externos que se
analizé mediante analisis de correspondencia (6 C). Se generaron tablas de Eigenvalue,

Score y Relay Index (Anexo 6 D, E, F).
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2.4 Resultados

2.4.1 Identificacion morfolédgica y filogenética de las especies fitopatogenas

Se aislaron e identificaron las siguientes especies patogenas asociadas a las enfermedades
del tronco de la vid: Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum,
Cadophora luteo-olivacea (J.F.H. Beyma) T.C. Harr. & McNew, Campylocarpon
pseudofasciculare, Cylindrocarpon liriodendri, C. macrodidymum, C. olidum var. olidum,
C. pauciseptatum, Eutypella vitis, Neofusicoccum parvum (B. parva), N. luteum (B. lutea),
Fusicoccum aesculi (B. dothidea), Diplodia seriata (B. obtusa), Greeneria uvicola (Berk.

& ML.A. Curtis) Punith., Inocutis jamaicensis, Phomopsis viticola (Sacc.) Sacc.

2.4.1.1 Phaeomoniella chlamydospora

Se obtuvieron 51 aislamientos de Pa. chlamydospora provenientes de todas las regiones
muestreadas. Las colonias emergieron tardiamente, diez a quince dias después de la
siembra, € inicialmente eran blancas volviéndose verde oliva en los dias posteriores (Figura
18 ¢, d). A nivel microscopico, se observaron las células apicales hialinas sobre células
basales de pared engrosada, e hifas con abultamientos similares a clamidosporas (18 a, b).
Los aislamientos fueron muy semejantes morfoldgicamente y tuvieron una alta homologia

(99 %) en las secuencias de la region ITS del ADN ribosomal (ver Anexo 7 A,B).

Figura 18. Micromorfologia y aspecto de la colonia de Phaeomoniella chlamydospora.

a : fidlides con células apicales hialinas y conidios, b: abultamiento de las hifas

c,d: colonia color verde oliva de 2 y 4 semanas de crecimiento respectivamente.



2.4.1.2 Phaeoacremonium spp.

Se obtuvieron 33 aislamientos de Phaeoacremonium spp.

Mediante el crecimiento a 25° y a 37° se establecieron distintos grupos morfo-fisiologicos
que podrian indicar la existencia de cepas con distintos requerimientos ambientales. A 25
°C se observo que el crecimiento y la morfologia de las colonias fue similar en todos los
aislamientos de P. aleophilum (Figura 19). A 37°C las cepas capaces de crecer se
agruparon de acuerdo a la morfologia de la colonia en (I) colonias blancas reverso amarillo
a oscuro (V92, V327, V322, V110,V 312, V87); (II) colonias castafias con borde de
crecimiento claro, reverso castafio en el centro (V154, V221); (II) colonias castafias con
pigmentos difusibles castafio oscuro, reverso castafio oscuro (V67, V161, V197, V257,
V90, V206, v207, v215); otras cepas no crecieron a 37°C. La morfologia tipo (I) fue
obtenida de muestras provenientes de los departamentos de Colonia y Rivera solamente
(Figura 20).

Independientemente de las diferencias morfologicas observadas a 37°C, todos los
aislamientos excepto el V95 presentaron entre si una alta identidad de secuencia de la
region ITS y porcentajes de identidad de entre 100% y 99% con las secuencias de P.
angustius (AB278178) y P. aleophilum (DQ 404355) del GenBank. Una seleccion de 28
aislamientos de Phaeoacremonium representativos de todos los morfotipos, fue usada en un
andlisis filogenético basado en la secuencia parcial del gen que codifica para la B-tubulina
junto a 29 secuencias obtenidas del Genbank. Después del alineamiento, 274 sitios fueron
parsimoniosamente informativos, 88 fueron variables y parsimoniosamente no
informativos, y 237 fueron constantes. El arbol consenso (50% majority rule) es
presentado en la Figura 21 (TL = 1045; CI = 0.5933; RI = 0.8365; RC = 0.4963; HI =
0.4541). Veintisiete aislamientos se agruparon con P. aleophilum (100% bootstrap) y un
aislamiento se agrupd con aislamientos de P. australiense (100% bootstrap) obtenidos del
Genbank, incluyendo las secuencias de las cepas tipo de ambas especies (indicadas con *).
P. aleophilum fue aislado en todas las regiones de Uruguay. P. australiense se aislo
solamente una vez en el departamento de Colonia. Si bien la mayoria de los aislamientos
pertenecieron a P. aleophilum, las diferencias observadas en su crecimiento a 37° C son

indicativas de diferencias fisiologicas entre ellos.
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Figura 19. Micromorfologia y aspecto de la colonia de P. aleophilum en PDA a 25° C.

a: conidiogénesis y conidios, b: colonia castafia de 20 dias de crecimiento.

Figura 20. Morfotipos de P. aleophilum creciendo a 37° C en medio de cultivo MEA.
a: morfologia del tipo I, b: morfologia del tipo II, c: morfologia del tipo III
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Figura 21. Arbol filogenético a partir de secuencias parciales del gen de la B- tubulina de
aislamientos propios de Phaeoacremonium spp. (rojo, V) y secuencias del GenBank,

incluyendo secuencias ex-tipo (*)
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2.4.1.3 Botryosphaeria spp.

Se obtuvieron 90 aislamientos de Botryosphaeria spp. (teleomorfo). Morfolégicamente se
describieron e identificaron cuatro especies de anamorfos Neofusicoccum parvum (B.
parva), N. luteum (B. lutea), Fusicoccum aesculi (B. dothidea) y Diplodia seriata (B.
obtusa). La identificacion morfolédgica (Figura 22), fue corroborada mediante el analisis de
la secuencia ITS del ADN ribosomal de una seleccién representativa de las distintas
especies (Figura 23). Algunos de los aislamientos fueron nombrados inicialmente como N.
parvum/ribis porque sus caracteristicas morfoldgicas tales como tamafio de los conidios se
solapan, y el analisis de la secuencia ITS no los discrimina. Aislamientos representativos de
este complejo fueron posteriormente caracterizados mediante amplificacion del gen que
codifica para la subunidad II de la ARN polimerasa y fueron confirmados como
pertenecientes a N. parvum (ver Anexos 8 A, B). Recientemente dentro del grupo M.
parvum/ribis se han identificado 5 grupos considerados especies filogenéticas por analisis
de filogenia multiple combinando varias regiones del genoma (ITS, B-tubulina, Actina,
ARNDII). Esta ultima resulta de utilidad para la separacién de N. parvum de N. ribis (Pavlic
et al.,2009).

Figura 22. Conidios de las distintas especies de Botryosphaeria encontradas en vid.
a: B. parva/Neofusicoccum parvum, b.: B. dothidea/Fusicoccum aesculli,

c: B. obtusa/Diplodia seriata, d: B. lutea/Neofusicoccum luteum.
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Figura 23. Arbol filogenético a partir de secuencias de region ITS de aislamientos propios

de Botryosphaeria spp. (V rojo) y secuencias del GenBank.
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2.4.1.4 Cylindrocarpon spp. y Campylocarpon pseudofasciculare

Los 18 aislamientos pertenecientes a los géneros Campylocarpon y Cylindrocarpon
aislados de raices oscurecidas de plantas con sintomas externos presentaron caracteristicas
micro y macromorfologicas muy variables en cultivo (Figura 24) por lo cual se construyo
un arbol filogenético con la secuencia de la region ITS (Figura 25). El alineamiento se
construyd con 57 aislamientos pertenecientes a estos taxa y tres especies de Fusarium
usadas como taxa externos. De los 537 sitios incluyendo gaps, 217 fueron
parsimoniosamente informativos, 76 fueron variables y parsimoniosamente no
informativos, y 244 fueron constantes. El andlisis produjo 260 arboles igualmente
parsimoniosos con TL=794, CI=0,616, RI=0,867, HI=0,384. Se muestra el arbol consenso
(50% majority rule). Las especies encontradas en portainjertos en Uruguay se agrupan en
seis clusters con secuencias del GenBank incluyendo secuencias tipo de cada grupo, a
excepcion de GU198181 y GU 198182 que se agrupan con C. destructans var. crassum
EF607079 que no es la secuencia tipo.

Las especies identificadas fueron Campylocarpon pseudofasciculare, Cylindrocarpon
liriodendri, Cylindrocarcapon macrodidymum, Cylindrocarcapon olidum var. crassum y
Cylindrocarcapon pauciseptatum. Los aislamientos tentativamente identificados como
Cylindrocarcapon destructans podrian en realidad ser otra especie cercana pero diferente
de C. destructans var. crassum.

C. macrodidymum es la especie mas frecuentemente aislada en EEUU, Espafa y Chile
(Petit & Gubler, 2005; Alaniz et al., 2007). A pesar del pequeiio tamafio de la muestra, esta
especie también parece ser la mas frecuente en Uruguay. C. liriodendri, frecuentemente
aislada en Francia, Sudafrica y Espafia (Halleen et al., 2006b; Alaniz et al., 2007, 2009)
fue aislada sélo una vez. Ca. pseudofasciculare ha sido recientemente descripta junto a la
especie tipo del género Campylocarpon fasciculare como una nueva especie en un nuevo
género anamorfo sin teleomorfo conocido. Originalmente asociado a raices asintomaticas
de vid en Sudafrica, se comprobd que su inoculacidon en raices sanas producia una
reduccion en el crecimiento de raices y brotes (Hallen ef al., 2004). Su aislamiento en
Uruguay a partir de plantas sintomaticas es su primer registro fuera de aquel pais (Chaverri
et al., 2011). C. pauciseptatum, cuya patogenicidad es aun discutida (Cabral et al., 2009),

fue anteriormente registrado en Eslovenia y Nueva Zelanda (Schroers et al., 2008).



Cylindrocarpon macrodidymum

Figura 24. Aspecto de la colonia y micromorfologia de las especies de Cylindrocarpon 'y

Campylocarpon a: colonia, b: macroconidios, c¢: clamidosporas.
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Figura 25. Arbol filogenético a partir de secuencias de la region ITS de aislamientos de
Cylindrocarpon y Campylocarpon propios (V, rojo) y secuencias del GenBank incluyendo

secuencias ex-tipo (*).



2.4.1.5 Greeneria uvicola

Se obtuvieron 14 aislamientos de G. uvicola. Las colonias inicialmente grises luego se
oscurecian por la formacién de abundantes picnidios elevados (Figura 26 a). Los conidios
eran de color castafo claro y exhibian cicatrices en ambos extremos (Figura 26 b). El
analisis filogenético de las secuencias de la region LSU de los aislamientos obtenidos en

Uruguay corroboro la identificacion morfologica (Figura 27).

Figura 26. Colonia y conidiogénesis de G. uvicola.
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Figura 27. Arbol filogenético a partir de secuencias de LSU de ADNr de aislamientos

propios de G. uvicola (rojo) y especies relacionadas obtenidas del GenBank.
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2.4.1.6 Cadophora luteo-olivacea y C. melinii.

Los 9 aislamientos correspondientes al género Cadophora presentaron colonias blancas y
gris verdosas (Figura 28 a), con conidi6éforos ramificados con fidlides y collarete visible (28
b). El analisis filogenético de la region ITS del ADN ribosomal permitié la identificacion

de las especies C. luteo-olivacea y C. melinii (Figura 29).
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Figura 28 a: colonia; b: conidiogénesis de C. luteo-olivacea.
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Figura 29. Arbol filogenético a partir de secuencias de la region ITS de aislamientos
propios de C. luteo-olivacea y C. melinii (V, r0jo) y especies relacionadas obtenidas del

GenBank.



2.4.1.7 Phomopsis viticola

En plantas sintomaticas, se obtuvieron 13 aislamientos de P. viticola. Las colonias eran de
micelio blanco con picnidios negros (Figura 30 a), en los cuales s6lo se observod
produccion de o conidios (Figura 30 b) sin B conidios tipicos de la especie. A partir de
material vegetal asintomatico, se aislaron otras especies de Phomopsis (* en Figura 31).

Tres aislamientos se agruparon en un cluster que no se asocid con ninguna especie.

o

Figura 30 a: colonia y b: conidiogénesis de P. viticola.
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Figura 31. Arbol filogenético a partir de secuencias de la region ITS de aislamientos

propios de Phomopsis spp. (V, rojo) y secuencias del GenBank.
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2.4.1.8 Eutypella vitis

Solo 2 aislamientos fueron encontrados asociados al sintoma de brazo muerto en el cv.
Cabernet Sauvignon. Las colonias eran inicialmente blancas y se oscurecian
progresivamente formando primero manchones negros aislados que luego se unian
cubriendo toda la superficie (Figura 32 a). Se observo la produccién de a y B conidios
(Figura 32 b). Las secuencias obtenidas de la region ITS de estos dos aislamientos fueron
utilizadas en una busqueda por homologia en la base de datos de nucledtidos del GenBank
mediante el algoritmo Blast que permiti6 confirmar la identificacion de los aislamientos

(Anexo 9).

Figura 32. a: Colonia, b: conidiogénesis con formacion de B-conidios.
2.4.1.9 Inocutis jamaicensis

Se obtuvieron 21 aislamientos de /. jamaicensis de troncos con podredumbre blanca que
caracteriza a la esca completa y también de podredumbres sectoriales en forma de V. Las
colonias de color marrén (Figura 33 a) luego de varias semanas produjeron carpdforos
(Figura 33 b). Las secuencias de la region ITS (ver Anexo 10) permitieron confirmar la

identificacion de la especie.

Figura 33 a: Colonia de /. jamaicensis de 20 dias, b: colonia con formacion de carpédforo.



2.4.2 Relacion entre los sintomas, cultivares, regiones viticolas y los géneros de hongos

2.4.2.1 Caracterizacion de los sintomas segiin géneros

El analisis de correspondencia muestra que los dos ejes principales explican
respectivamente un 73 % y un 16 % de las diferencias observadas entre sintomas (ver
Anexo 2 C). El primer eje separa claramente el sintoma del pie negro, caracterizado por la
presencia de Cylindrocarpon sensu lato, del brazo muerto, esca y Petri. El segundo eje
establece un gradiente entre estos tres sintomas, ubicando a la esca en una posicién
intermedia entre el brazo muerto y la enfermedad de Petri (Figura 34). Dentro de ese
gradiente, Eutypella, Botryosphaeria e Inocutis caracterizan al brazo muerto, mientras que
Pa. chlamydospora, Phaeoacremonium y C. luteo-olivacea caracterizan a la enfermedad de
Petri. Greeneria, Phomopsis, Phoma, Acremonium caracterizan a la esca, que se ubica en

una posicion intermedia del gradiente.
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Figura 34. Ordenamiento de sintomas de acuerdo a la densidad relativa de los géneros.

1 Acremonium, 2 Alternaria, 3 Aureobasidium, 5 Botryosphaeria, 6 Cadophora, 7 Cladosporium,

8 Crinipellis, 9 Cylindrocarpon, 10 Eupenicillium, 11 Eutypella, 12 Fusarium, 14 Gliocladium, 15 Greeneria,
16 Inocutis, 17 Microphaeropsis, 18 Penicillium, 19 Periconia, 20 Pestalotiopsis, 21 Phaeoacremonium,

22 Phaeomoniella, 23 Phoma, 24 Phomopsis, 25 Trichoderma, 26 Verticillium
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2.4.2.2 Caracterizacion de cultivares segun géneros que contienen especies patogenas

El cultivar Cabernet Sauvignon fue objeto de un muestreo mds intenso debido a que se
encuentra plantado en todas las regiones viticolas del pais y a la alta manifestacion de
sintomas de enfermedades del tronco. Debido a que la mayor frecuencia del muestreo
puede conducir a un mayor numero de especies aisladas que en los otros cultivares, se
decidi6 agrupar a todos los otros cultivares en la categoria “otros cultivares”. Los
portainjertos, de los cuales en general es muy dificil conocer su identidad, se analizaron
todos juntos en la categoria “portainjertos” (Anexo 3C). El primer eje explica un 62% de la
variacién y separa a los portainjertos de los “otros cultivares” y del Cabernet Sauvignon
(Figura 35). El segundo eje explica un 37 % de la variacion, casi la totalidad de la variacion

restante, y separa al Cabernet Sauvignon de “otros cultivares”.
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Figura 35. Ordenamiento de cultivares de acuerdo a la densidad relativa de géneros

que contienen especies patdogenas.

1 Botryosphaeria, 2 Cadophora, 3 Cylindrocarpon, 4 Eupenicillium, 5 Eutypella, 6 Fusarium,

7 Greeneria, 8 Inocutis, 9 Phaeoacremonium, 10 Phaeomoniella, 11 Phomopsis



2.4.2.3 Caracterizacion de regiones segun géneros de hongos que contienen especies

patdgenas

El andlisis de correspondencia muestra el ordenamiento en un plano de todas las regiones
viticolas del pais e indica que no existe un patrén de distribucion de sintoma-especie
asociado a factores geograficos (Figura 36). Los dos principales ejes sumados explican

solo el 55 % de la variabilidad (Anexo 4C).
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Figura 36. Ordenamiento de sitios de muestreo ordenados segun densidad relativa.

de géneros que contienen especies fitopatdgenas. 1 Acremonium, 2 Aureobasidium, 3
Botryosphaeria, 4 Cadophora, 5 Eupenicillium, 6 Eutypella, 7 Fusarium, 8 Greeneria, 9 Inocutis,

10 Phaeoacremonium, 11 Phaeomoniella, 12 Phoma, 13 Phomopsis

Al excluir del andlisis a los departamentos submuestreados, el andlisis de correspondencia
indica que los dos primeros ejes explican el 64% de la variacion (Anexo 5 C). El primer eje
(36%) establece un gradiente que separa a Maldonado, Colonia y Montevideo de los
departamentos del centro y norte del pais (Figura 37). El segundo eje (28%), establece un
segundo gradiente que separa a Artigas, Paysandii y Durazno, ocupando Paysandu una

posicidn intermedia.
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Figura 37. Ordenamiento de los sitios de muestreo excluyendo departamentos y géneros

submuestreados, de acuerdo a densidad relativa de géneros que contienen especies

patogenas.
3 Botryosphaeria, 4 Cadophora, 6 Eutypella,

10 Phaeoacremonium, 11 Phaeomoniella, 13 Phomopsis

7 Fusarium, 8 Greeneria,

9 Inocutis,



2.4.2.4 Caracterizacion de cultivares segun sintomas externos

El andlisis de correspondencia muestra que el primer eje es responsable de un 91% de la
variabilidad total (Anexo 6D), agrupando por un lado a los cultivares Cabernet Franc,
Sauvignon Blanc, Cabernet Sauvignon y Marselan, genéticamente emparentados, y por otro
a los cultivares Merlot y Tannat (Figura 38). El segundo eje, que resume un 7,8 % de la
variacion, establece un gradiente que separa al Cabernet Franc y al Sauvignon Blanc, del

Cabernet Sauvignon y del Marselan.
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Figura 38. Ordenamiento de cultivares de acuerdo a la frecuencia relativa de sintomas

externos: 1 Enfermedad de Petri, 2 Brazo muerto, 3 Esca
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2.5 Discusion

Se aisl6 e identifico la mayoria de las especies citadas en asociacion con las enfermedades
del tronco de la vid: Pa. chlamydospora, P. aleophilum, P. austaliense, N. parvum, N.
luteum, I. jamaicensis, C. luteo-olivacea, Cylindrocarpon sensu lato y P. viticola.

Dentro de este contexto, es remarcable el registro de varias especies del grupo
Cylindrocarpon sensu lato, en particular de especies altamente patégenas como C.
liriodendri y C. macrodidymum que ain no habian sido citadas en Uruguay asociadas al pie
negro de la vid. Asimismo, se destaca el registro de Ca. pseudofasciculare, que hasta el
momento habia sido citado solamente en Sudafrica (Chaverri ef al., 2011). Tal diversidad
de especies, cuyos aislamientos provinieron de un tamano de muestra relativamente
pequefio, parece indicar una condicion favorable a su desarrollo en los vifiedos implantados
en el litoral sur del Uruguay al cual se circunscribi6 el muestreo de pie negro. En el analisis
de correspondencia entre géneros y sintomas, se observa que el pie negro estuvo
relacionado a este género, junto a otros géneros que son habitantes frecuentes del suelo,
como Fusarium.

Pa. chlamydospora, P. aleophilum son los principales responsables de la enfermedad de
Petri y esca de la vid (Mugnai et al., 1999, Morton, 1999). Resulta notorio que excepto un
aislamiento de P. australiense, todos los otros aislamientos pertenecieron a la especie P.
aleophilum, confirméndose la casi exclusividad de Pa. chlamydospora y P. aleophilum en
relacion a estas enfermedades. Las diferencias morfoldgicas entre aislamientos de P.
aleophilum pueden deberse a la mayor variacién genética que ocurre en esta especie, en la
cual ocurre reproduccion sexual en campo (Mostert, 2006). La mayor semejanza fenotipica
de los aislamientos de Pa. chlamydospora podria deberse a que es una especie que se
reproduce asexualmente y con una escasa recombinaciéon (Comont et al., 2010). En el
analisis de correspondencia, estas especies se ubican entre los sintomas de esca y Petri, en
coincidencia con la opinion generalmente aceptada que los sefiala como agentes causales
principales de estas dolencias. Sin embargo, el indice Relay (Anexo 2 E) muestra que estas
especies, si bien tienen una fuerte asociacion con estas dos enfermedades, también se
encuentran asociadas al sintoma del brazo muerto, aunque con un peso menor. Ambas
especies se aislaron tanto de los cultivares de V. vinifera como de los distintos portainjertos,
y segun el analisis de correspondencia, P. aleophilum se asocio preferentemente con los

cultivares y no con los portainjertos (Anexo 3E). El andlisis de correspondencia entre



géneros y regiones geograficas (Departamentos) indica que los departamentos mas calidos
del centro y norte se encuentran asociados a una mayor presencia de [. jamaicensis,
Botryosphaeria spp., Phaeoacremonium y G. uvicola, y se separan de los departamentos
del sur del pais principalmente asociados a Pa. chlamydospora, E. vitis y Fusarium spp. En
California, especies de Botryosphaeria han sido consideradas dominantes frente a Eutypa
lata en su asociacidn con el brazo muerto de la vid en climas célidos, mientras que E. lata y
Eutypella vitis serian relativamente mas frecuentes en climas frios (Urbez Torres & Gubler,
2006; Catal et al., 2007). Las especies de Botryosphaeria identificadas (N. parvum, N.
luteum, F. aesculi y D. seriata) han sido indicadas como patogenas, aunque con variable
grado de virulencia hacia V. vinifera. Lasiodiplodia theobromae, N. parvum y N. luteum
son consideradas las mas virulentas, mientras que F. aesculi y D. seriata son consideradas
débilmente virulentas. Una seleccion de aislamientos de estas especies, junto a aislamientos
de Cadophora luteo-olivacea y G. uvicola, frecuentemente aislados y cuya accion como
fitopatégenos es poco conocida, fueron incluidos en subsiguientes ensayos de
patogenicidad.

La relevancia de Pa. chlamydospora y P. aleophilum como agentes causales de las
enfermedades del tronco de la vid condujo a la evaluacion de cebadores especificos que

permitiesen su identificacion en material vegetal asintomatico.
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CAPITULO 3
DETECCION MOLECULAR DE LAS PRINCIPALES ESPECIES PATOGENAS
EN MATERIAL ASINTOMATICO

3.1 Introduccion

La deteccion de especies por medio de cebadores especificos tiene dos aplicaciones
frecuentes: para determinar la presencia de hongos que no son cultivables y por lo tanto
escapan a los métodos clasicos usados en estudios de diversidad, y para la deteccion
temprana de patogenos directamente en material vegetal cuando los sintomas de una
enfermedad no son atin evidentes. El diagnostico temprano es importante para el manejo de
las enfermedades debido a que la dependencia de la aparicion de sintomas puede implicar
que la enfermedad haya progresado demasiado para la aplicacion de medidas de control
efectivas. Esto es particularmente relevante en el caso de enfermedades con largos periodos
de incubacion, como es en el caso de las enfermedades del tronco de la vid.

Desde el advenimiento de las técnicas de RFLP (polimorfismo en el largo de los
fragmentos de restriccion) y PCR, las técnicas moleculares se han transformado en una de
las herramientas mas frecuentes para la deteccion temprana de patogenos vegetales. Hay
una variedad de métodos a través de los cuales marcadores basados en PCR pueden
generarse, incluyendo RAPD (polimorfismo de ADN amplificado al azar), AFLP
(polimorfismo de fragmentos largos amplificados) y marcadores basados en STS (sitio
marcado en la secuencia). Una STS es una secuencia unica en un lugar conocido del
genoma que puede ser amplificado mediante PCR. Los STS tienen en general 200 a 500 pb
de extension, y se pueden generar cebadores que detecten estos STS, o variaciones dentro
de ellos. STSs usados en hongos incluyen a aquellos especificos de la region ITS (internal
transcribed spacer) del ADN ribosomal, y marcadores especificos de ciertos genes como los

que codifican para la B-tubulina o actina (Hirsch et al., 2000; Weiland & Sundsbak, 2000).

3.2 Objetivo

Determinar la presencia de los principales hongos patdgenos en material asintomatico

usado para la reproduccion vegetativa mediante el uso de herramientas moleculares.



56

3.3 Materiales y Métodos

3.3.1 Evaluacion de especificidad de cebadores en ADN de cultivos puros

Se evaluod la especificidad de cebadores disponibles para Phaeoacremonium spp. y Pa.
chlamydospora en ADN de estas especies purificado a partir de aislamientos locales, y en
ADN de un conjunto de hongos que fueron encontrados en estrecha asociacion en tejidos
sintomaticos. Se evaluaron los pares de cebadores PallN/Pal2 para P. aleophilum (Tegli et
al 2000), Paclf/Pac2r especificos para Phaeoacremonium spp., (Overton et al 2004) y el
par de cebadores degenerados F2bt/R1bt especifico para P. aleophilum y otras diez
especies pertenecientes al género (Aroca et al., 2008).

Los pares de cebadores evaluados para Pa. chlamydospora tueron Pchl/Pch2 (Tegli et al.,
2000) y Pmol{/Pmo2r (Overton et al., 2004). En el caso de los cebadores PallN/Pal2 se
llevo a cabo un PCR en gradiente de temperatura debido a que no se registré amplificacion
a la temperatura de hibridacion indicadas. El tamafio esperado de los fragmentos

amplificados se presenta en la tabla 2.

Tabla 2. Cebadores especificos, secuencia y tamafio de los productos de amplificacion

esperados
Cebadores Region del Secuencia Tamafio
ADN en pb

Pal1N/Pal2 ITS 5’-aggtcgggggccaac-3’/5-aggtgtaaactactgege-3’ 400
Paclf/Pac2r ITS 5’-accctttgtgaacatacctg-3’/5’-tactgegctcggagtectg-3’ 420
F2bt/R1bt B-tubulina ~ 5'-vageticgacrweetegacg-3/5 -getacttacreaytgreeggtetg-3’ 115
Pch1/Pch2 ITS 5’-ctccaaccctttgtttatc-3°/5’-tgaaagttgatatggaccc-3’ 360
Pmol1f/Pmo2r ITS 5’-gttacatgtgacgtctgaacg-3’/5’-cagtgtatgcttgattgctcg-3’ 320




3.3.2 Evaluacion de especificidad de cebadores en ADN total de madera enferma

Los cebadores seleccionados Pmolf/Pmo2r para Pa. chamydospora y Paclf/Pac2r y
F2bt/R1bt para Phaeoacremonium spp. fueron usados para amplificar ADN obtenido de la
madera de plantas con sintomas de la enfermedad de Petri. Se removié la corteza de las
muestras de sarmientos de un afio tomadas de plantas con sintomas externos
correspondientes a la enfermedad. Posteriormente, se realizd una desinfeccion superficial
como se describid en el capitulo 2, y luego con un bisturi estéril se generaron pequefios
fragmentos de xilema a partir de los cuales se obtuvo ADN usando el kit Axyprep
Multisource Genomic DNA de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Axygen, CA,
USA). Los productos de amplificacion fueron visualizados en gel de agarosa para
confirmar la generacion de bandas de los tamafios esperados. Se secuenciaron bandas del
tamafo esperado con el fin de confirmar mediante el anélisis de secuencia que el producto

de PCR perteneciese a la especie objetivo.
3.3.3 Deteccion molecular de Pa. chlamydospora 'y P. aleophilum en plantas asintomaticas

Los cebadores que resultaron especificos fueron evaluados en su capacidad de amplificar el
ADN objetivo a partir de una mezcla de ADN obtenida de sarmientos asintomaticos
provenientes de plantas madre de vivero. Se muestred un sarmiento de cada una de cinco
plantas de Tannat y del portainjerto 3309C. De cada sarmiento se obtuvieron tres estacas:
una basal, una media y una apical (Figura 39). En total se analizaron 30 segmentos. Se
removio la corteza de cada segmento previo a realizar una desinfeccion superficial como se
describio en el capitulo 2. Posteriormente, con un bisturi estéril se generaron pequefios
fragmentos de xilema a partir de los cuales se obtuvo ADN usando el kit Axyprep. Se
realizd una primera amplificacion del ADN con los cebadores universales ITS4/ITSS y
T1/Bt2b, y luego una amplificacion anidada con los cebadores especificos Pmol{f/Pmo2r

para Pa. chlamydospora 'y F2Bt/R1bt for Phaeoacremonium spp.
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3.4 Resultados

3.4.1 Especificidad de cebadores en ADN de cultivos puros

Los cebadores Paclf/Pac2r y F2bt/R1bt para P. aleophilum y Pmolf/Pmo2r para Pa.
chlamydospora resultaron especificos y produjeron los productos de amplificacion
esperados cuando fueron usados para amplificar de ADN de cultivos puros (Figuras 40, 41,
42, Tabla 3).

PaIN1/Pal2 resulté inespecifico en las condiciones especificadas de PCR y so6lo produjo
productos de amplificacion a temperaturas de hibridacion inferiores a las indicadas por sus
autores (Figura 43). Pchl/Pch2 resultd inespecifico para Pa. chlamydospora en las

condiciones especificadas de PCR.
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428 pb
Fi 41. Amplificacid bad
Figura 40. Amplificacion con cebadores enra mpiiticacion con cebadores
Pmol{/Pmo2r.
Paclf/Pac2r.
Carriles 1,2,3,4,5: Pa. chlamydospora,
Carriles 1,2,3,4,5,7: P. aleophilum, 6: P. australiense, 7: P. aleophilum, 8: I.
6: P. chlamydospora, 8: blanco, Jjamaicensis, 9: G. uvicola, 10: Alternaria alternata,
9:marcador molecular 11: Ca. pseudofasciculare, 12: marcador molecular
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Figura 42. Amplificacion con cebadores Fig.43 Amplificacion de P. aleophilum
F2bt/R1bt. con cebadores PALIN/PAL2 en gradiente
1y 2: Pa. chlamydospora, 3: N. parvum, 4: C. melinii, 5: de ter.nperatura.
P. viticola, 6: Phomopsis sp, 7: E. vitis, 8: A. alternata, 9: LyT: marcadqr molecular
G. wvicola, 10: I jamaicensis, 11: P. aleophilum, 12 : P. 2-5: P. aleophilum V154

australiense, 13: marcador molecular
Temperaturas:

2=64°C, 3=60,5°C, 4=57°C, 5=53,5°C, 6=50°C



3.4.2 Especificidad de cebadores en ADN total de madera enferma

Paclf/Pac2r produjo amplicones de tamafios muy préximos a los esperados, pero las
secuencias en algunos casos no pertenecieron al género Phaeoacremonium (90% de
homologia con secuencia de Chaetosphaeria tulasneorum AF178547 y 89 % de homologia
con Phomopsis viticola GQ250215.1), y por lo tanto no fue seleccionado (Figura 44,
carriles 9 y 14, anexos 11 A,By 12 A,B).

Por su parte, Pmolf/Pmo2r y F2bt/R1bt resultaron especificos, produciendo productos de
amplificacion del tamano esperado y cuyas secuencias pertenecieron a las especies Pa.
chlamydospora y P. aleophilum. Por lo tanto, fueron seleccionados para el diagndstico

temprano de estas especies en sarmientos provenientes de plantas de vid asintomaticas.

Figura 44. Productos de amplificacion de PCR anidado con cebadores especificos
Paclf/Pac2r y Pmolf/Pmo2r de Phaeoacremonium y Pa. chlamydospora luego de la
amplificacion inicial con cebadores ITS4/1TSS.

Carril 1 marcador molecular, Carriles 3 al 7 cebadores Pmo1/2; Carril 8 control positivo de Pac1/2; Carriles 9
al 13 cebadores Pacl/2; Carril 14 cebadores Pacl/2 y Pmo1/2 juntos, incluyendo producto de amplificacion
inespecifico del tamafio correcto indicado con una flecha.

59



Tabla 3. Amplificacion con cebadores especificos de Phaeoacremonium spp., Pa.

chlamydospora, y con cebadores ITS4/ITS5

Especie Paclf/Pac2r F2Bt/R1Bt Pmo1f/Pmo2r ITS

P. aleophilum (34 aislamientos) + + -

P. australiense + - -

P. chlamydospora (11 aislamientos) - - +

Inocutis jamaicensis - - -

Botryosphaeria parva - - -

Phomopsis viticola - - -

Phomopsis sp. 1 - - -

Phomopsis sp. 2 - - -

Hymenochaetaceae - - -

Greeneria uvicola - - -

Altenaria alternata - - -

Campylocarpon pseudofasciculare - - -

Cadophora melinii - - -

Eutypella vitis - - -

o o o o I I I S S o B B ISl N

Otras especies en ADN de madera + - -

(+) amplificacion y (-) no amplificacion

3.4.3 Deteccion molecular de Pa. chlamydosporay P. aleophilum en plantas asintomaticas

Los cebadores seleccionados Pmolf/Pmo2r y F2Bt/R1Bt para Pa. chlamydospora y P.
aleophilum respectivamente, produjeron amplicones de los tamanos esperados, al ser
usados para amplificar ADN de estacas provenientes de sarmientos sanos (Figuras 45, 46).
Nueve de diez sarmientos y plantas resultaron positivos para al menos uno de los hongos
objetivo. Del total de las 30 estacas obtenidas de estos sarmientos, 13 resultaron positivas
para Pa. chlamydospora y 6 para Phaeoacremonium spp. (Tabla 4). El nimero de estacas
infectadas fue superior en las estacas provenientes de la base de los sarmientos,
disminuyendo progresivamente hacia la zona apical.

El andlisis de la secuencia indico alta homologia con Pa. chlamydospora 'y P. aleophilum

(Anexo 13).



3309C

Figura 45. Productos de amplificacion
con Pmo1F/Pmo2r para Pa.
chlamydospora

Carriles 1-5: ADN de estacas basales,
6: blanco, 7: control +,

8: 100 pb marcador molecular

Tannat

Figura 46. Productos de amplificacion con
F2bt/R1bt para Phaeoacremonium spp.
Carriles 1y 7: 100 pb marcador molecular,
2-5: ADN de estacas basales

Tabla 4. Deteccion molecular de Pa. chlamydospora 'y Phaeoacremonium spp. en estacas

obtenidas de la zona basal, media y apical de sarmientos

Tannat basal | medio apical
Sarmiento 1 | P P -
Sarmiento 2 | - Pa P
Sarmiento 3 | P P P
Sarmiento 4 | Pa Pa -
Sarmiento 5 | - - -
3309 C basal | medio apical
Sarmiento 1 | Pa Pa -
Sarmiento 2 | Pa - Pa
Sarmiento 3 | Pa - -
Sarmiento 4 | Pa - Pa
Sarmiento 5 | Pa Pa Pa

Pa: Pa. chlamydospora

P: Phaeoacremonium spp.

-: sin amplificacion especifica
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3.5 Discusion

Los aislamientos de Pa. chlamydospora casi duplicaron a los de Phaeoacremonium spp. en
plantas con sintomas de enfermedad de Petri y esca en campo, y esta diferencia fue también
evidente en la deteccion molecular de estos hongos en sarmientos usados para la injertacion
en la que se detectaron 13 estacas infectadas con Phaeomoniella y 6 estacas infectadas con
Phaeoacremonium. Zanzotto et al. (2007) encontraron que a pesar de que las especies de
Phaeoacremonium prevalecian en injertos enraizados, su incidencia descendia en vides de
cuatro afios de edad, mientras que la presencia de Phaeomoniella lentamente aumentaba.
Segun Larignon & Dubos (2000) las esporas de Pa. chlamydospora producidas en
condiciones de campo infectan los troncos de la vid a través de las heridas de poda en
invierno, pero lo mismo no es observado en el caso de Phaeoacremonium debido a la baja
produccion de esporas de esta especie en invierno. Estos resultados parecen indicar que el
material de propagacion contaminado podria ser el principal medio de dispersion de
Phaeoacremonium spp., mientras que la dispersion y prevalencia de Pa. chlamydospora en
campo podria deberse no solo a su presencia en material de propagacion contaminado, sino
también a su dispersion en campo.

Las estacas obtenidas de la base de los sarmientos estuvieron proporcionalmente mas
infectadas que las estacas obtenidas de la zona media y apical de los mismos. En forma
similar, Troccoli et al. (2001) encontraron que la colonizacion de tejidos por Pa.
chlamydospora inoculada en raices era mas elevada a nivel del cuello, para volverse menos
frecuente en la base de los tallos y desaparecer totalmente por encima de los entrenudos 7 y
8, deduciendo que la contaminacion interna era lenta debido a mecanismos de defensa

existentes en la planta.

La confiablidad de los resultados del diagnostico temprano depende de la sensibilidad y
especificidad de los cebadores, y de que la reaccion de PCR no sea inhibida por
compuestos de la madera. La especificidad de los cebadores depende de la calidad de la
informacion contenida en las secuencias usadas como base para su disefo, y de las pruebas
de especificidad, en que los cebadores son evaluados en ADN de las especies objetivo, y
otras que puedan aparecer asociadas. El proceso de prueba de cebadores especificos es
fundamental para asegurar la confiabilidad del diagnostico temprano cuando se los aplica

directamente sobre ADN extraido de la madera, que contiene una mezcla de ADN de



diferentes organismos que puede incluir o no al ADN de la especie objetivo, ademas de
sustancias inhibidoras de reaccion de PCR como los fenoles de la madera. En esta
investigacion, los cebadores PalIN/Pal2R no amplificaron el ADN obtenido de
aislamientos puros de Phaeoacremonium y por lo tanto fueron descartados de evaluaciones
posteriores en madera asintomatica. Sin embargo, Romanazzi et al. (2009) usaron estos
mismos cebadores para evaluar material de propagacion e informaron que no habia
presencia de P. aleophilum en los mismos.

Los cebadores Paclf/Pac2r amplificaron el ADN puro de las especies objetivo, pero
también produjeron un producto de amplificacion del tamafio esperado que sin embargo
pertenecio a especies no relacionadas que se encontraban presentes en la madera cuando se
los prob¢ directamente sobre sarmientos. Su uso puede llevar a un diagnostico equivocado
y por lo tanto fueron descartados.

Las pruebas a que fueron sometidos los cebadores PmolF/Pmo2r y F2bt/R1bt permiten
asegurar que los resultados del diagndstico temprano en sarmientos de plantas
asintomaticas son confiables.

La presencia de Pa. chlamydospora y P. aleophilum en sarmientos sanos usados para la
propagacion vegetativa, y la disponibilidad de los cebadores especificos seleccionados
sugiere que el diagnostico molecular debe ser regularmente usado para evaluar el estado
sanitario de las plantas madres usadas como proveedoras de sarmientos para la injertacion.
A su vez, los cebadores deben ser evaluados periddicamente a través de la secuenciacion de

los productos obtenidos como forma de verificar el mantenimiento de la especificidad.
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CAPITULO 4
PATOGENICIDAD DE ESPECIES CON ACCION POCO CONOCIDA

4.1 Introduccion

Se ha definido a la enfermedad de los vegetales como el malfuncionamiento de células y
tejidos que resulta de su continua irritacién por un agente patogénico o factor ambiental y
que conduce al desarrollo de sintomas. La enfermedad es la condiciéon que involucra
cambios anormales en la forma, fisiologia, integridad o comportamiento de una planta.
Tales cambios pueden resultar en limitaciones parciales o muerte de la planta o sus partes
(Agrios, 1988). Se considera que la enfermedad es un proceso continuo en el tiempo, y que
puede incluir como causa tanto a factores bidticos como abidticos y que deben ser
diagnosticadas de manera que se puedan generar medidas de control adecuadas.

Se reconocen dos aproximaciones al diagnostico de una enfermedad vegetal. En primer
lugar, se distingue el diagnostico preliminar que se basa en el reconocimiento de los
sintomas de las enfermedades ya conocidas. Este diagnostico inicial es luego verificado o
rechazado mediante la observacion mas detallada que permite constatar la presencia o
ausencia de otros componentes de la enfermedad, especialmente el agente causal. También
se considera la consistencia con otros factores de la enfermedad como lugar de ocurrencia,
distribucion y hospedero, de manera de incrementar la confiabilidad del diagnostico.

En segundo lugar, se distingue un método para la determinaciéon de enfermedades
desconocidas. Este método se usa cuando una enfermedad no ha sido descrita, no es clara, o
cuando no hay certeza sobre el supuesto agente causal y la enfermedad. Esta aproximacion
implica llevar a cabo una investigacion para establecer la relacion causal entre un agente y
la enfermedad observada. Los pasos involucrados son la inoculacion del agente causal en
un tejido sano, la produccion de sintomas, y el reaislamiento del patégeno inicialmente

inoculado a partir de los tejidos afectados.

4.2 Objetivo

Determinar la patogenicidad y virulencia en vid de los aislamientos obtenidos de especies

con accidén poco conocida.
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4.3 Materiales y Métodos

4.3.1. Patogenicidad y virulencia de Botryosphaeria spp.

Las especies de Botryosphaeria fueron las mas frecuentemente aisladas en el curso de este
estudio. En otros paises algunas de las especies encontradas en Uruguay han sido
consideradas como patogenas de la vid con virulencia variable. Por este motivo, se evaluo
la patogenicidad de las cuatro especies aisladas de plantas de vid en el curso de este
estudio: Diplodia seriata (B. obtusa), Fusicoccum aesculi (B. dothidea), Neofusicoccum
luteum (B. lutea) y Neofusicoccum parvum (B. parva). En las especies que presentaban
variacion morfoldgica, se evaluaron mas de un aislamiento: dos aislamientos de F. aesculi
y cuatro de N. parvum.

Se inocularon discos de agar de 5 mm de didmetro con micelio en activo crecimiento en el
xilema expuesto de sarmientos de un afio de Vitis vinifera cv. Tannat en campo. Cada
aislamiento fue inoculado en siete plantas, un sarmiento por planta. Se dejaron 7 plantas
como testigos en las cuales se inocul6 un disco de agar estéril sin patégeno. Los inoculos
fueron cubiertos con Parafilm (Pechiney Plastic Packaging, Chicago, IL, USA.). En
paralelo, se colectaron sarmientos que fueron cortados en estacas de 15 cm y que fueron
inoculados de igual forma en laboratorio, siete estacas por aislamiento, e incubados en la
oscuridad en cdmara humeda a 25° C.

La evaluacion del nimero de sarmientos con necrosis, largo de la necrosis y nimero de
sarmientos de los que se reaislé el hongo inoculado se efectué 30 dias después de la

inoculacién en laboratorio y 60 dias después de la inoculacion a campo.

4.3.2 Patogenicidad y virulencia de Greeneria uvicola y Cadophora luteo-olivacea

Debido a que estos hongos fueron originalmente aislados tanto de cultivar como de
portainjerto, los ensayos de patogenicidad se realizaron sobre plantines injertados. Los
tratamientos consistieron en inocular dos aislamientos de G. uvicola y uno de C. luteo-
olivacea en el xilema expuesto de 5 plantines de V. vinifera cvv. Tannat y Cabernet
Sauvignon, y en los portainjertos SO4 (V. berlandieri x V. riparia) y 3309 Couderec (V.
riparia x V. rupestris). Cinco plantines de cada cultivar y portainjerto fueron inoculados

con agar estéril y mantenidos como control.



La evaluacion del numero de plantas con necrosis, largo de necrosis y nimero de plantas en
que hubo reaislamiento de los hongos inoculados se realizd 3 meses después de la

inoculacion.

4.3.3 Evaluacion de sintomas y numero de reaislamientos

Se contabilizd el niimero de muestras que mostraban necrosis y se midio el largo de las
mismas.

Para el reaislamiento de los hongos inoculados, los sarmientos y plantines inoculadas
fueron cortados longitudinalmente y se les elimino la corteza para medir la extension de las
lesiones. Posteriormente, fueron desinfectados superficialmente por inmersiones sucesivas
en etanol 70% 1 min, NaClO 4% 2 min, lavados con agua destilada estéril y secados en
papel estéril. Se obtuvieron ocho segmentos (3 x 2 mm) de la zona del indculo, del borde
de la lesion y del interior de la misma con un bisturi estéril. Cuando no hubo lesion, se
obtuvieron dos segmentos del punto de inoculacion y otros seis segmentos fueron tomados
de otras partes del entrenudo. Los segmentos fueron inoculados en placas conteniendo
PDA, incubados 25°C y ciclos de 12 horas de luz — oscuridad. Las placas fueron revisadas

diariamente durante tres semanas.

4.3.4 Anélisis de datos

Con los datos provenientes del numero de plantas o sarmientos con lesiones y numero de
plantas o sarmientos de donde se pudieron reaislar los hongos inoculados se elabor6 una
tabla de contingencia y se calcul6 el Chi cuadrado o prueba de Fischer Exact Test (P =
0,05). Las diferencias entre tratamientos en el tamafio promedio de las lesiones fueron
analizadas de acuerdo a la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov (P = 0,05)

debido a que los datos no presentaron distribuciéon normal.
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4.4 Resultados

4.4.1 Patogenicidad y virulencia de Botryosphaeria spp.

Inoculacion de sarmientos en laboratorio

Los cuatro aislamientos de N. parvum y el aislamiento de N. [uteum resultaron ser los mas
virulentos segun el largo de las necrosis producidas (Figura 47, Tabla 5). El numero de
sarmientos con necrosis y el nimero sarmientos con reaislamientos igualan a estas especies
con los aislamientos de F. aesculi, que demostraron una virulencia intermedia. Si bien los
dos aislamientos de esta especie se comportaron de forma similar, V52 fue muy variable y
no se diferencio estadisticamente del control (Tabla 5, Anexo 14C). El aislamiento de
Diplodia seriata no se diferenci6 del control en ninguno de los tres parametros
considerados (Tabla 3, Anexos 14B,C,D), y por lo tanto resulté no patogénica en el cultivar

Tannat.

Figura 47. Necrosis en sarmientos inoculados. a: N. parvum V1, b: N. luteum V52,

c: control inoculado con agar estéril



Tabla 5. Ensayo de patogenicidad de Botryosphaeria spp. en sarmientos del cv. Tannat

con reaislamiento

Control D. seriata F. aesculi F. aesculi N. luteum N.parv N. parv N. parv. N. parv
V117 V52 Vi22 V479 V2 V125 V156 V339
Numerg de sarmientos la 3ab 4abc 6bc Sbe Tc Tc Tc Tc
con lesiones
Largo lesiones cm 1,29+3 4 a 1,36£1,89 ab | 3,57+4,08 abed | 3,21+£1,98 be | 6,43+4,71 de| 8,14+2,43 ¢ | 8,50+2,06¢ | 9,21+1,11e | 7,57+1,51 ¢
Niimero de sarmientos 2a 3ab 5abc 6bc 6bc 7c 7c Tc Tc

Dentro de cada fila valores con letras diferentes son significativamente diferentes. Kolmogorov Smirnov

(P<0,05) (Largo de lesiones) o Fisher exact test (Numero de sarmientos con lesiones y Numero de

reaislamientos).

El largo de la lesion corresponde al promedio del largo de las lesiones presentes en 7 sarmientos

Inoculacion de sarmientos en campo

Las inoculaciones a campo realizadas en invierno no produjeron necrosis. Si bien las

especies inoculadas pudieron ser reaisladas, el reaislamiento ocurri6 solo a partir del punto

de inoculacién, y también se reaislo Botryosphaeria del testigo inoculado con agar estéril.

(Anexos 15 A,B,C,D). Por lo tanto, ninguna de las especies inoculadas demostrd ser

patogénica en el cultivar Tannat en campo.

4.4.2 Patogenicidad y virulencia de Greeneria uvicola

Ensayo en plantines

Analizando todos los cultivares sumados, hubo diferencias significativas en numero de

plantas con necrosis, largo de las necrosis y nimero de reaislamientos entre ambas cepas de

G. uvicola y el control inoculado con agar estéril, mientras que no se registraron diferencias

significativas entre uno y otro aislamiento de Greeneria (Figura 48, Tabla 6).

El efecto de los aislamientos sobre los distintos cultivares considerados individualmente fue

diferente (Tabla 7). El numero de plantas que mostr6 decoloracion fue significativamente

diferente del control para todas las combinaciones de aislamiento fungico-cultivar (Tabla

7), con excepcion de FI 12007 inoculado en SO4 (P = 0,24) y Tannat (P = 0,22) y FI 12008

inoculado en Cabernet Sauvignon (P =0,08) en los cuales los tratamientos no se

diferenciaron del control (Anexo 16A,B).
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El largo de las lesiones fue muy variable dentro de cada cultivar pero igualmente resultd
significativamente diferente del control excepto en el cv. Tannat inoculado con G. uvicola
FI12007 (p = 0,31) y en el cv. Cabernet Sauvignon inoculado con G. uvicola FI 12008 (P =
0,53) (Anexo 16D).

Al comparar protainjertos con cultivares, FI12008 mostr6 mayor virulencia, evaluada a
través de largo de las lesiones, hacia los portainjertos, mientras que el aislamiento FI12007
no mostro diferencias en virulencia hacia uno u otro grupo.

El nimero de reaislamientos vario entre 0 y 3 dependiendo del cultivar, pero en ningin
caso fue significativamente diferente del control, a pesar de que G. uvicola nunca fue

reaislado de las plantas control (Tabla 7, Anexo 16E).

Figura 48. Inoculacion con G. uvicola.
a: portainjerto inoculado con G. uvicola y necrosis que se extiende longitudinalmente

desde los puntos de inoculacion, b: control inoculado con agar estéril, sin necrosis.



Tabla 6. Ensayo de patogenicidad de aislamientos de G. uvicola para todos los cultivares

combinados
Todos los cultivares
Numero de
Numero de plantas
) Largo de Necrosis plantas con
con necrosis
reaislamiento
G . uvicola
13a 21.7+325a 6a
(F1 12007)
G. uvicola
17a 184+158a 6a
(F1 12008)
Control 1b 0.6+2.6b 0b

Dentro de cada columna, valores con letras diferentes son significativamente diferentes (P< 0,05) seglin test
de KolmogorovSmirnov test (Largo de Necrosis) o Chi-Square test (Numero de Plantas con Necrosis y

Numero de plantas con reaislamiento).

Tabla 7. Ensayo de patogenicidad de aislamientos de G. uvicola para cada cultivar

S04 3309 Couderec Tannat Cabernet Sauvignon
NPN LN NR NPN LN NR NPN LN NR NPN LN NR
G . wvicola
3ab 28.8439.1a Oa 4a 39.6£519a | 3a 2ab 749.7 ab 0a 4a 11449 a 3a
(FI 12007)
G. wvicola
5b 244462 a 2a 4a 29.8426.5a | la 4b 11.4+73Db 2a 3ab 8+7.6 ab la
(FI 12008)
Control la 244+53b Oa 0b 0Ob Oa Oa Oa 0a 0b 0Ob Oa

NPN: niimero de plantas con necrosis

LN: Largo de la necrosis en mm (promedio de 5 observaciones + desvio estandard).

NR: Numero de plantas de las cuales el hongo inoculado pudo ser reaislado.

Dentro de cada columna, valores con letras diferentes son significativamente diferentes (P< 0,05) seglin test

de Kolmogorov Smirnov (LN) o Fisher Exact Test (NPN y NR).
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4.4.3 Patogenicidad y virulencia de C. [uteo-olivacea

Ensayo en plantines

C. luteo-olivacea caus6 necrosis en una planta del portainjerto 3309C y una planta del cv.

Cabernet Sauvignon, mientras que plantas de SO4 y Tannat no presentaron necrosis (Tabla

8, Anexo 17A). Las diferencias con las plantas control, dos de las cuales mostraron

necrosis, no fue significativa (P = 0,15). C. luteo olivacea nunca fue reaislada de plantas

inoculadas o plantas control (Tabla 8 y 9).

Tabla 8 Ensayo de patogenicidad de aislamientos de C. luteo-olivacea para todos los

cultivares combinados

Todos los cultivares

Numero de plantas con

necrosis

Largo de Necrosis

Numero de plantas con

reaislamiento

C. luteo-olivacea

2a

43+164a

Oa

Control

2a

3.1+98a

Oa

LN: Largo de la necrosis en mm (media + desvio estandard).

NR: numero de plantas de las cuales el hongo inoculado pudo ser reaislado .

Dentro de cada columna, valores con letras diferentes son significativamente diferentes (P< 0,05) seglin test

de KolmogorovSmirnov test (LN) o Chi-Square test (NPN and NR).

Tabla 9. Ensayo de patogenicidad de aislamientos de C. luteo-olivacea para cada cultivar

S04 3309 Couderc Tannat Cabernet Sauvignon
NPN LN NR NPN LN NR NPN LN NR NPN LN NR
C. luteo -
Oa Oa Oa la 15£33.5a Oa Oa Oa Oa la 24454 a Oa
olivacea
Control Oa Oa Oa 2a 12.6+18.3 a Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa

NPN: Numero de plantas con necrosis.

LN: Largo de la necrosis en mm (promedio de 5 observaciones + desvio estandard).

NR: Numero de plantas de las cuales el hongo inoculado pudo ser reaislado.

Dentro de cada columna, valores con letras diferentes son significativamente diferentes (P< 0,05) seglin test

de Kolmogorov Smirnov test (LN) o Fisher Exact Test (NPN and NR).




4.5 Discusion

Botryosphaeria spp.

Los cuatro aislamientos de N. parvum y el aislamiento de N. luteum resultaron ser los mas
virulentos segun el largo de las necrosis producidas. Esto coincide con lo observado por
Urbez-Torres & Gubler (2009), quienes adjudicaron la mas alta virulencia a aislamientos de
estas dos especies y a Lasiodiplodia spp. cuya presencia no fue detectada en Uruguay, y
parcialmente con Van Niekerk et al. (2006) que encontraron a B. parva/N. parvum como
altamente virulenta, pero no asi a B. lutea/N. luteum que resultd poco virulenta. El nimero
de sarmientos con necrosis y el nimero de reaislamientos obtenidos igualan a estas
especies con los aislamientos de F. aesculi, que s6lo demostré una virulencia intermedia,
en coincidencia con lo observado por Van Niekerk et al. (2006). Si bien los dos
aislamientos de esta especie fueron similares, V52 fue muy variable y no se diferencio
estadisticamente del control. La variabilidad en la virulencia, evidenciada en los
importantes registros de desvio estdndar del aislamiento mas virulento, F. aesculi V52,
podria estar evidenciando que las lesiones no se debieron solamente a la actividad
patogénica del aislamiento sino a otras causas que produjeron, ya sea sarmientos sin lesion
alguna o sarmientos con extensas lesiones (Anexo 14A). Segin Urbez-Torres & Gubler
(2009), esta especie se comportdé como medianamente virulenta.

El aislamiento de Diplodia seriata no se diferencié del control en ninguno de los tres
parametros considerados, y por lo tanto no resultd patogénica en el cultivar Tannat. Van
Niekerk et al., (2006), encontraron gran variabilidad en la virulencia entre aislamientos de
esta especie. Urbez-Torres & Gubler (2009) encontraron que esta especie, si bien era
patdgena, era débilmente virulenta.

El invierno es una época propicia para la entrada y colonizaciébn por cepas de
Botryosphaeria a través de los cortes de poda que exponen el xilema de los sarmientos (van
Niekerk et al., 2006). Sin embargo, la inoculaciéon a campo no reprodujo los resultados
obtenidos en laboratorio. Esto podria deberse a que la inoculacion se llevo a cabo a fines de
invierno, cuando la vid se encuentra proxima a iniciar los procesos de rehidratacion. En
forma similar, van Niekerk ef al., (1996), encontraron que el ordenamiento de los
aislamientos seglin virulencia se modificaba segun fuesen inoculados en brotes verdes y/o

maduros en laboratorio o en campo. La patogenicidad demostrada en el ensayo de
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laboratorio, en sarmientos desconectados fisica y fisioldogicamente de la planta, puede
entenderse como una indicacion de patogenicidad potencial de las cepas evaluadas hacia el
cultivar. Por otra parte, la inefectividad de la inoculacion a fines de invierno puede ser
indicativa de un momento fenoldgico particularmente seguro para llevar a cabo la poda de
las vides, cuando los multiples cortes que se realizan por planta serian poco favorables a la

entrada de este hongo.

G. wuvicola

Se demostro la patogenicidad de aislamientos de G. uvicola en plantas de 2 afios de edad.
Aun cuando uno de los aislamientos fue obtenido como endoéfito de varas sanas y el otro de
tejidos enfermos, ambos resultaron con similar virulencia hacia plantas de V. vinifera y
portainjertos. Esto podria ser una indicacion de que la especie es un patogeno latente, capaz
de generar sintomas solo bajo condiciones particulares como, por ejemplo, estrés de las
plantas, como ha sido observado para otros patdégenos (Morton, 1999).

La mayor sensibilidad de los portainjertos y la variabilidad de los resultados en los
diferentes cultivares posiblemente indiquen también una diferente sensibilidad de los
mismos ante la presencia del hongo. El hecho de que los portainjertos sean mas susceptible
que los cultivares subraya la importancia de manejar correctamente las plantas madres de
portainjertos en vivero para minimizar la dispersion de esta especie a través de injertos
contaminados.

En otros paises, G. uvicola causa la podredumbre amarga de las uvas (Farr et al., 2001;
Pfenning et al., 2006; Steel et al., 2007; Longland & Sutton, 2008). Sin embargo, no
existen reportes de esta enfermedad en Uruguay. Si bien es posible que las condiciones
agroclimaticas en Uruguay no sean conducentes al desarrollo de la podredumbre amarga, la
presencia de G. uvicola en los vifiedos asociada al sintoma de brazo muerto y como
endofito debe ser considerada como una eventual fuente de indculo para el desarrollo de la
podredumbre amarga. De la misma forma, en paises donde la podredumbre amarga de los
racimos es una enfermedad frecuente, existiria el riesgo de una produccion de inodculo que
luego pueda infectar los troncos, como ha sido sugerido para Botryosphaeriaceae (Van
Niekerk et al., 2006).

Los cancros de la madera atribuidos a E. lata han sido separados de los cancros producidos
por Botryosphaeriaceae debido a la ausencia de sintomas externos tipicos causados por

metabolitos fungicos producidos por E. /ata como la eutipina, que dan a las hojas la forma



tipica de copa y brotes con escaso desarrollo (Castillo-Pando et al., 2001). G. uvicola
podria ser considerada una especie adicional que también puede causar cancros pero sin

producir sintomas foliares especificos.

C. luteo-olivacea

El aislamiento de C. luteo-olivacea originalmente aislado de plantas con sintomas no
produjo necrosis en los cultivares evaluados y tampoco pudo ser reaislado y por lo tanto
este aislamiento puede ser considerado como no patogénico en los cultivares evaluados y
en las condiciones usadas en el presente ensayo. Otros aislamientos de esta especie han sido
capaces de causar decoloraciéon y declinamiento de portainjertos, asi como sintomas de
enfermedad en inoculaciones a campo (Halleen et al., 2007; Gramaje et al., 2010). Los
resultados divergentes podrian deberse a la diferencia en virulencia entre cepas de una
misma especie, como ha sido demostrado para Cadophora gregata (Tabor et al., 2007).
También, los estados fenolodgico y fisiologico de las plantas de vid podrian no haber sido
proclives al desarrollo de la infeccion, como ha ocurrido con Botryosphaeriaceous spp.

inoculadas en momentos distintos al invierno (Urbez-Torrez & Gubler, 2011).
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CAPITULO 5
DISCUSION GENERAL

La composicion de la comunidad fungica asociada a las enfermedades del tronco de la vid
determinada en este estudio permitid separar por un lado al pie negro y, por otro, a la
enfermedad de Petri, esca y brazo muerto.

La enfermedad de Petri, esca y brazo muerto se diferenciaron a su vez, de acuerdo a un
gradiente de especies, algunas de las cuales se encontraron asociadas a una u otra dolencia,
pero no en forma exclusiva. Inocutis jamaicensis, un Basidiomycete asociado a la
podredumbre blanca de la esca, también fue aislado de plantas con sintomas de brazo
muerto. Igualmente, Pa. chlamydospora y P. aleophilum fueron aisladas principalmente a
partir de plantas con sintomas de traqueomicosis, pero también lo fueron de brazos
muertos. Esto parece indicar la existencia de un continuo de especies entre las

traqueomicosis y el sintoma de brazo muerto.

La enfermedad de Petri que afecta plantas jovenes de vid es causada por Pa.
chlamydospora y P. aleophilum, que invaden los vasos del xilema, obturandolos y
produciendo metabolitos toxicos que se trasladan hasta las hojas, donde producen distintos
sintomas. Eventualmente, las plantas mueren antes de entrar en plena produccion. El estrés
fisiologico de las vides provocado por cosechas excesivas en los primeros afios de vida es
considerado un factor predisponente al desarrollo de las traqueomicosis (Mugnai, 1999;
Morton, 1999). Por otro lado, al ser la vid una liana trepadora, tiene vasos gruesos y
extensos que permanecen viables por varios anos, y por lo tanto resultan mas favorables al
ataque de patdgenos vasculares (Ewers, 1985). La instalacion de plantines libres de virus ha
llevado a un incremento del vigor vegetativo, y es frecuente observar la formacion de tallos
con pocos entrenudos largos, y plantas que alcanzan su forma final en pocos afios y con
una edad fisioloégica que les permite producir racimos tempranamente. El aumento
observado en la incidencia de las traqueomicosis y en particular de la enfermedad de Petri a
partir de los afios 90 (Graniti ef al., 2000) podria estar influenciado por la presencia de
vides con una estructura que favorece el desarrollo de hongos vasculares, y que se ven
sometidas tempranamente a situaciones de estrés. La presencia de estos hongos en el

material usado para la reproduccion vegetativa de la vid podria ayudar a explicar la

77



78

repentina aparicion de sintomas en vifiedos jovenes de todo el mundo. Los cebadores
especificos seleccionados para ser usados en Uruguay fueron Pmol{/Pmo2r basados en la
region ITS del ADN ribosomal en el caso de Pa. chlamydospora, y los cebadores
F2Bt/R1Bt basados en la secuencia parcial del gen que codifica para la B-tubulina en el
caso de P. aleophilum. El uso de estos cebadores especificos en plantas madres de
apariencia sana en viveros comerciales sirvié para demostrar la presencia de estos hongos
en sarmientos usados para la injertacion que visualmente no mostraban sintomas de la
enfermedad. Si bien existen practicas tendientes a reducir la cantidad de indculo en los
sarmientos injertados, como su calentamiento en agua a 50° C durante 30 minutos, o su
hidratacion en agua con antifungicos (Fourie & Halleen, 2004), el uso de cebadores
especificos debidamente evaluados como los que fueron seleccionados en este estudio
resultard de mucha utilidad y conveniencia para determinar el estado sanitario de las
plantas madre de las que se obtienen los sarmientos destinados a la propagacion vegetativa
de la vid.

Cadophora-luteo olivacea ha sido definida como una de las especies de accidbn menos
conocidas asociadas a la enfermedad de Petri (Halleen ef al., 2007) y su patogenicidad ha
sido demostrada (Halleen et al., 2007; Gramaje et al, 2010). Sin embargo, el aislamiento
obtenido en este estudio de plantas sintomadticas no resultd virulento cuando se lo inoculd
en plantines de cuatro cultivares de Vitis spp. La divergencia con los resultados obtenidos
por otros investigadores podria deberse a la existencia de variabilidad en la virulencia entre

aislamientos de especies patdogenas.

La esca es definida como una traqueomicosis causada por la acciéon principal de Pa.
chlamydospora y P. aleophilum, que es seguida de una podredumbre blanca de consistencia
esponjosa causada por Basidiomycetes. En el follaje, aparecen hojas atigradas, que son
consideradas tipicas de la enfermedad. Si bien las dos primeras especies han sido asociadas
a esta enfermedad en todos los continentes, [nocutis jamaicensis es el Basidiomycete
aislado de plantas de vid con sintoma de ‘“hoja de malvon™ en Argentina (Bettucci et al.,
2005; Lupo et al., 2006) y de la podredumbre blanca de la esca en Uruguay (Abreo et al.,
2008), pero no en otros continentes donde otras especies de este grupo son los responsables
de la misma (Fischer, 2006).

En Uruguay, 1. jamaicensis ha sido también aislado de arboles de Eucalyptus (Martinez,

2005) y de flora nativa, en los que produce podredumbre de los troncos. Estudios de



genética de poblaciones han indicado que se trata de una séla poblacion que coloniza
estos hospederos de forma indistinta. La actividad de I jamaicensis en arboles de
Eucalyptus es problematica debido a que las podredumenbres causan el debilitamiento del
fuste y arboles de gran porte eventualmente se quiebran por la accidon del viento (Perez et
al., 2008). Sin embargo, en la vid su asociacion con la esca puede ser considerada de menor
relevancia desde el punto de vista de la etiologia de la enfermedad, ya que cuando la
podredumbre blanca no se desarrolla la enfermedad igualmente se produce y es llamada
esca joven. No obstante lo anterior, en Argentina, el sintoma hoja de malvon, similar a la

esca, fue asociado a la produccion de metabolitos por I. jamaicensis (Gatica et al., 2004).

El brazo muerto de la vid comprende dos sintomas similares. En un corte transversal de los
troncos afectados, se observa una necrosis sectorial, en forma de V, que con el paso de los
afos se extiende y termina por tomar todo el ancho de los brazos enfermos mientras crece
también en forma longitudinal, hacia la base de los brazos, el tronco y raices. Cuando los
brazos mueren, la necrosis se encuentra ya muy extendida, y puede haber tomado el tronco
principal. Esta sintomatologia es comun tanto para la Eutipiosis causada por E. lata como
para el brazo negro muerto causado por especies de Botryosphaeria. La eutipiosis suele
estar acompafada sin embargo, por la aparicion de hojas en forma de copa en brotes de
escaso desarrollo, que anteceden a la muerte del brazo. El brazo negro muerto puede
presentar sintomas en el follaje, pero menos definidos.

En este estudio, las especies asociadas al brazo muerto fueron principalmente N. parvum,
N. luteum, F. aesculi y D. seriata (anamorfos de Botryosphaeria). En los viniedos en el sur
del pais, se obtuvieron dos aislamientos sdlamente de Eutypella vitis, mientras que en las
otras regiones, ni esta especie ni E. /ata pudieron ser aisladas de brazos muertos. Por lo
tanto, el sintoma de brazo muerto en Uruguay se encuentra asociado principalmente a la
presencia de Botryosphaeria spp. que se corresponde con la definicion de brazo negro
muerto y no eutipiosis. Los estudios de patogenicidad de una seleccion de aislamientos
locales de N. parvum, N. luteum, F. aesculi y Diplodia seriata junto a dos aislamientos de
Greeneria uvicola, (orden Diaporthales) frecuentemente aislados de brazos muertos,
determinaron que G. uvicola es un patdogeno capaz de causar la necrosis de tejidos en

plantas de vid enteras, mientras que N. parvum y N. luteum resultaron potencialmente
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patogénicas al causar necrosis de tejidos en sarmientos inoculados en laboratorio. F. aesculi

resulté medianamente virulenta, y D. seriata resultd no virulenta.

El pie negro, que ocurre frecuentemente en vifiedos jovenes y en condiciones de suelos con
poco drenaje, estuvo caracterizado por la presencia de Cylindrocarpon spp. y
Campylocarpon spp. Especies de Cylindrocarpon han cido citadas previamente en Uruguay
(Koch et al., 1981) asociadas a cancros de los manzanos y perales, y en el mundo varias
especies han sido sefialadas como causantes del pie negro de la vid (Halleen et al., 2004,
2006). Estos hongos penetran en las raices y en el tronco a la altura de la unién del injerto y
se extienden en los tejidos que rodean a los vasos sin penetrarlos. La formacion de tilosis y
la produccion de sustancias fitotoxicas como la Brefeldina A y radicicolin lleva a la muerte
de la planta (Sweetingham, 1983).

Las 6 especies identificadas en este estudio asociadas al pie negro resultaron ser mas de las
esperadas, e incluyeron a C. liriodendri y C. macrodidimum, consideradas altamente
patogénicas en vid, y a Ca. pseudofasciculare, por primera vez citada fuera de Sudafrica

(Chaverri et al., 2011) donde se la describio6 originalmente (Halleen et al., 2004).

En términos de distribucion geografica, los aislamientos de G. uvicola fueron obtenidos
principalmente de los vifiedos del norte del pais, mientras que E. vitis fue encontrada en un
vifiedo del sur aunque en poca frecuencia,.

Ademas de Cylindrocarpon spp. y Ca. pseudofasciculare, C. luteo-olivacea y especies de
Fusarium se asociaron a los portainejertos, mientras que E. vitis e 1. jamaicensis se
asociaron al cv. Cabernet Sauvignon.

En relacion a los sintomas externos, los cultivares Tannat y Merlot se encontraron
asociados a los sintomas de la enfermedad de Petri, los cultivares Cabernet Sauvignon,
Sauvignon Blanc y Cabernet Franc se vieron asociados al brazo muerto y esca, y el
Marselan al brazo muerto. Estos ultimos cultivares se encuentran genéticamente
relacionados, debido a que se reconoce que Cabernet Franc y Sauvignon Blanc son los
progenitores de Cabernet Sauvignon (Bowers & Meredith, 1997), y éste de Marselan
(Bouquet & Boursiquot, 1999). Este grupo se encuentra mas afectado por las enfermedades

de lenta progresion y cuyos sintomas se presentan en plantas adultas.



CAPITULO 6
CONCLUSIONES

El pie negro de la vid estuvo asociado a hongos del suelo como Cylindrocarpon sensu lato,
y se diferencié claramente de las enfermedades de las partes aéreas. Las especies
identificadas en este estudio constituyeron los primeros reportes de estos patogenos de la
vid en Uruguay, e incluyeron a C. liriodendri 'y C. macrodidymum - considerados como los
principales agentes causales de esta enfermedad- y Ca. pseudofasciculare, una especie

patogena anteriormente detectada solo en Sudafrica.

Cada una de las enfermedades de la parte aérea estuvo asociada principalmente a una o
varias de las especies de hongos patdgenos; sin embargo, en general estas asociaciones no
fueron exclusivas y en realidad se verifico la existencia de un continuo de especies entre la
enfermedad de Petri, esca y brazo muerto. Dentro de este continuo: /. jamaicensis, Pa.
chlamydospora y P. aleophilum, usualmente asociados a la esca y enfermedad de Petri,
también fueron asociados al brazo muerto; las especies de Botryosphaeria, causantes del

brazo negro muerto, también aparecieron asociadas a la esca.

E. vitis fue aislada solo de plantas del cultivar Cabernet Sauvignon con sintomas de brazo
muerto y si bien so6lo se obtuvieron dos aislamientos, fue la Uinica especie que resultd

asociada en exclusividad con un sintoma y un cultivar.

Se demostrd que G. uvicola es una especie patdgena que causa la necrosis de tejidos en
plantas de vid inoculadas y por lo tanto debe ser considerada una especie adicional asociada

al sintoma del brazo negro muerto.

Se determind la patogenicidad potencial de aislamientos obtenidos en este estudio de N.
parvum 'y de N. luteum en coincidencia con los resultados generados en otros paises. Por lo
tanto es recomendable que los programas de manejo de enfermedades actualmente
aplicados en los vifiedos tengan en cuenta la abundante presencia de estas especies en los

vifiedos del Uruguay.
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El aislamiento de C. luteo-olivacea obtenido en este estudio no resultd virulento en plantas

de vid.

Se determin6 que los cebadores Pmo1f/Pmo2r y F2Bt/R1Bt son apropiados para ser usados
en la deteccion temprana de Pa. chlamydospora y P. aleophilum en material vegetal

asintomatico.

Se detectd la presencia de Pa. chlamydospora y P. aleophilum como endoéfitos en
sarmientos sanos usados para la reproduccion vegetativa y por lo tanto los plantines

constituyen una fuente inicial de dispersion de estos patdégenos.

Se constatd que los cebadores especificos generados y evaluados en sus regiones de origen
pueden resultar inespecificos cuando se los utiliza sobre material vegetal proveniente de
otras localidades, que contiene organismos que no fueron considerados en origen. Por lo
tanto deben ser evaluados localmente en forma previa a su uso sistematico en tareas de

diagnostico.

Por medio de este estudio se comprobd la presencia de todas las enfermedades del tronco
de la vid en el territorio nacional y se identificaron por primera vez en nuestro pais las

especies de hongos patdgenos asociados a los sintomas.
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ANEXOS

Anexo 1. Lista de aislamientos

Cddigo Género Sintoma Region Cultivar

V1 Botryosphaeria Brazo muerto Canelones CabSauv
V4 Botryosphaeria Brazo muerto Canelones CabSauv
V6 Alternaria Petri Canelones Portainjerto
V7 Alternaria Petri Canelones portainjerto
V8 Eutypella Brazo muerto Canelones CabSauv
V9 Fusarium Petri Canelones portainjerto
V13 Fusarium Petri Canelones CabFranc
V15 Penicillium Petri Canelones portainjerto
V16 Gliocladium Petri Canelones CabFranc
V17 Microphaeropsis Petri Canelones Tannat
V20 Eupenicillium Petri Canelones portainjerto
V24 Phaeoacremonium | Petri Canelones portainjerto
V25 Phaeomoniella Petri Canelones portainjerto
V29 Phaeomoniella Petri Canelones Tannat
V30 Eutypella Brazo muerto Canelones CabSauv
V32 Fusarium Pie negro Montevideo Raiz

V35 Crinipellis Pie negro Montevideo Raiz

V37 Cylindrocarpon Pie negro Montevideo Raiz

V38 Cladosporium Pie negro Montevideo Raiz

V39 Fusarium Pie negro Montevideo Raiz

V40 Periconia Pie negro Montevideo Raiz

Va4 Phomopsis Petri Canelones n.d.

V45 Phaeomoniella Petri Canelones Inj

V46 Phaeomoniella Petri Canelones Portainjerto
V47 Cadophora Petri Canelones n.d.

V48 Phaeomoniella Petri Florida n.d.

V49 Phaeomoniella Petri Montevideo n.d.

V51 Fusarium Petri Montevideo n.d.

V52 Botryosphaeria Brazo muerto Canelones n.d.

V60 Cadophora Petri Colonia n.d.

V64 Phaeomoniella Petri Florida n.d.

V65 Phaeomoniella Esca Canelones n.d.

V66 Phaeomoniella Esca Canelones Gewurt
V67 Phaeoacremonium | Esca Canelones Gewurt
V68 Phaeomoniella Esca Canelones Gewurt
V69 Phaeomoniella Esca Canelones Gewurt
V70 Phaeomoniella Brazo muerto Canelones n.d.

V71 Acremonium Brazo muerto Canelones n.d.

V72 Phaeomoniella Brazo muerto Canelones n.d.

V73 Cladosporium Brazo muerto Canelones n.d.

V74 Phaeoacremonium | Esca Canelones n.d.

V76 Phoma Esca Canelones n.d.

V78 Inocutis Esca Canelones Sauvblanc
V79 Basidiomycete Brazo muerto Canelones n.d.

V80 Basidiomycete Esca Colonia CabSauv
V81 Fusarium Esca Colonia CabSauv
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V82 Phaeomoniella Esca Colonia CabSauv
V85 Botryosphaeria Esca Colonia CabSauv
V87 Phaeoacremonium | Esca Colonia CabSauv
V89 Botryosphaeria Esca Colonia CabSauv
Va0 Phaeoacremonium | Petri Colonia CabSauv
V92 Phaeomoniella Petri Colonia CabSauv
V96 Botryosphaeria Esca Colonia CabSauv
V97 Inocutis Esca Colonia CabSauv
V99 Phomopsis Brazo muerto Colonia Sirah

V100 Phaeoacremonium | Brazo muerto Colonia Sirah

V101 Phaeomoniella Brazo muerto Colonia Sirah

V103 Botryosphaeria Brazo muerto Colonia Sirah

V105 Phaeoacremonium | Brazo muerto Colonia Sirah

V106 Phomopsis Esca Colonia Marselan
V108 Phaeomoniella Esca Colonia CabSauv
V110 Phaeoacremonium | Esca Colonia CabSauv
V111 Phaeomoniella Petri Colonia CabSauv
V112 Botryosphaeria Esca SanJose Chardonnay
V115 Botryosphaeria Brazo muerto SanJose n.d.

V116 Botryosphaeria Brazo muerto Paysandu MoscOtonel
V118 Botryosphaeria Brazo muerto Paysandu MoscOtonel
V119 Microphaeropsis Esca Paysandu n.d.

V120 Greeneria Esca Paysandu n.d.

V121 Phomopsis Brazo muerto Paysandu MoscOtonel
V125 Botryosphaeria Esca Paysandu Sirah

V126 Trichoderma Brazo muerto Paysandu Grenache
V127 Greeneria n.d. Paysandu Grenache
V129 Botryosphaeria n.d. Artigas Italia

V131 Greeneria n.d. Artigas Italia

V133 Botryosphaeria Esca Artigas Italia

V134 Penicillium Esca Artigas Italia

V135 Trichoderma Esca Artigas Italia

V137 Penicillium Esca Artigas Italia

V142 Greeneria falta Artigas CabSauv
V143 Botryosphaeria falta Artigas CabSauv
V151 Botryosphaeria Brazo muerto Artigas CabSauv
V154 Phaeoacremonium | Brazo muerto Paysandu MoscOtonel
V156 Botryosphaeria Brazo muerto Artigas n.d.

V160 Phaeoacremonium | Petri Artigas Tannat
V163 Trichoderma Petri Artigas Tannat
V164 Inocutis Brazo muerto Paysandu CabSauv
V169 Cadophora Brazo muerto Paysandu CabSauv
V170 Fusarium Brazo muerto Paysandu CabSauv
V173 Botryosphaeria Brazo muerto Paysandu Tannat
V175 Phomopsis Brazo muerto Paysandu Tannat
V177 Phomopsis Esca Paysandu vifia vieja bodega
V182 Phomopsis Petri Salto Sirah

V185 186 | Botryosphaeria Petri Salto n.d.

V197 Phaeoacremonium | Petri Artigas CabSauv
V200 Phaeomoniella Petri Artigas Tannat
V203 Phaeomoniella Brazo muerto Artigas n.d.




V204 Inocutis Brazo muerto Paysandu CabSauv
V205 Phaeoacremonium | Brazo muerto Paysandu CabSauv
V206 Phaeoacremonium | Brazo muerto Paysandu Tannat
V210 Verticillium n.d. n.d. n.d.

V211 Phomopsis n.d. n.d. n.d.

V212 Fusarium n.d. n.d. n.d.

V214 Basidiomycete n.d. n.d. n.d.

V215 Phaeoacremonium | n.d. n.d. n.d.

V218 Phaeomoniella n.d. n.d. n.d.

v223 Inocutis Brazo muerto Paysandu Grenache
v226 Phaeomoniella Brazo muerto Artigas n.d.

v233 Eupenicillium Petri Colonia Chardonnay
v234 Campylocarpon Petri Colonia Chardonnay
v238 Fusarium solani Petri Colonia Chardonnay
v239 Cylindrocarpon Petri Colonia Chardonnay
v240 Fusarium Petri Colonia Chardonnay
v245 Phaeomoniella Petri Salto Portainjerto
v247 Botryosphaeria Petri Tacuarembo desconocido
v248 Greeneria Petri Tacuarembo desconocido
V250 Cylindrocarpon Petri Colonia Chardonnay
V252 Botryosphaeria n.d. Tacuarembo n.d.

V253 Inocutis Brazo muerto Tacuarembo CabSauv
V260 Phaeomoniella Petri Tacuarembo n.d.

V261 Phaeomoniella Brazo muerto Tacuarembo n.d.

V265 Phaeomoniella Petri Tacuarembo n.d.

V266 Acremonium Petri Tacuarembo n.d.

V271 Inocutis Brazo muerto Durazno Marselan
V273 Botryosphaeria Brazo muerto Durazno CabSauv
V275 Inocutis Brazo muerto Durazno CabSauv
V278 Phaeomoniella Brazo muerto Durazno CabSauv
V282 Botryosphaeria Brazo muerto Durazno CabFranc
V283 Cadophora Petri Durazno Portainjerto
V286 Botryosphaeria Petri Durazno desconocido
/288 Fusarium Petri Rivera Portainjerto
V290 Botryosphaeria Petri Rivera Portainjerto
V293 Botryosphaeria Petri Rivera Portainjerto
V300 Botryosphaeria Petri Rivera Portainjerto
V302 Botryosphaeria Brazo muerto Rivera desconocido
V303 Botryosphaeria Brazo muerto Rivera desconocido
V305 Phaeomoniella Brazo muerto Rivera desconocido
V306 Alternaria Petri Rivera desconocido
V309 Botryosphaeria Petri Rivera desconocido
V310 Pestalotiopsis Brazo muerto Rivera desconocido
V312 Phaeoacremonium | Brazo muerto Rivera desconocido
V315 Verticillum Brazo muerto Tacuarembo desconocido
V317 Inocutis Brazo muerto Tacuarembo CabSauv
V318 Greeneria Petri Artigas CabSauv
V319 Phaeomoniella Petri Rivera desconocido
V322 Phaeoacremonium | Petri Rivera Portainjerto
V323 Phaeomoniella Brazo muerto Rivera desconocido
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V324 Phaeoacremonium | Petri Rivera desconocido
V325 Botryosphaeria Brazo muerto Tacuarembo Viognier
V327 Phaeoacremonium | Petri Rivera desconocido
V329 Pestalotiopsis Petri Maldonado Merlot

V330 Aureobasidium Petri Maldonado Merlot

V335 Basidiomycete Petri Maldonado R99

V336 Fusarium Petri Maldonado Portainjerto
V339 Botryosphaeria Petri Maldonado Portainjerto
V345 Botryosphaeria Plantin seco Maldonado Portainjerto
V351 Cadophora Petri Maldonado Portainjerto
V352 Phaeomoniella Petri Maldonado desconocido
V356 Fusarium Petri Maldonado Portainjerto
V358 Inocutis Petri Rivera desconocido
V359 Phaeoacremonium | Petri Maldonado Portainjerto
V360 Phaeomoniella Petri Maldonado Portainjerto
V361 Cadophora Petri Maldonado Portainjerto
V363 Phaeomoniella Petri Maldonado Portainjerto
V365 Aureobasidium Petri Maldonado Portainjerto

n.d.: no disponible




Anexo 2 A. Abundancia' de géneros segun sintomas

Sintoma
Cadigo de Género| Brazo muerto Esca Petri Pie negro
Acremonium 1 1 0 1 0
Alternaria 2 0 0 3 0
Aureobasidium 3 0 0 2 0
Botryosphaeria 5 16 6 6 0
Cadophora 6 1 0 4 0
Cladosporium 7 1 0 0 1
Crinipellis 8 0 0 0 1
Cylindrocarpon 9 0 0 1 3
Eupenicillium 10 0 0 1 1
Eutypella 11 2 0 0 0
Fusarium 12 1 1 5 3
Fusarium solani 13 0 0 1 0
Gliocladium 14 0 0 1 0
Greeneria 15 3 1 2 0
Inocutis 16 7 2 1 0
Microphaeropsis 17 0 1 1 0
Penicillium 18 0 2 1 0
Periconia 19 0 0 0 1
Pestalotiopsis 20 1 0 1 0
Phaeoacremonium 21 6 4 8 0
Phaeomoniella 22 9 6 17 0
Phoma 23 0 1 0 0
Phomopsis 24 3 2 2 0
Trichoderma 25 1 1 1 0
Verticillium 26 1 0 0 0
TOTAL 53 27 59 10

' Ntumero de aislamientos
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. ) , , ;
Anexo 2 B. Densidad relativa” de géneros segiin sintomas

Cadigo de Género| Brazo muerto Esca Petri Pie negro
Acremonium 1 0,019 0,000 0,017 0,000
Alternaria 2 0,000 0,000 0,051 0,000
Aureobasidium 3 0,000 0,000 0,034 0,000
Botryosphaeria 5 0,302 0,222 0,102 0,000
Cadophora 6 0,019 0,000 0,068 0,000
Cladosporium 7 0,019 0,000 0,000 0,100
Crinipellis 8 0,000 0,000 0,000 0,100
Cylindrocarpon 9 0,000 0,000 0,017 0,300
Eupenicillium 10 0,000 0,000 0,017 0,100
Eutypella 11 0,038 0,000 0,000 0,000
Fusarium 12 0,019 0,037 0,085 0,300
Gliocladium 14 0,000 0,000 0,017 0,000
Greeneria 15 0,057 0,037 0,034 0,000
Inocutis 16 0,132 0,074 0,017 0,000
Microphaeropsis 17 0,000 0,037 0,017 0,000
Penicillium 18 0,000 0,074 0,017 0,000
Periconia 19 0,000 0,000 0,000 0,100
Pestalotiopsis 20 0,019 0,000 0,017 0,000
Phaeoacremonium 21 0,113 0,148 0,136 0,000
Phaeomoniella 22 0,170 0,222 0,288 0,000
Phoma 23 0,000 0,037 0,000 0,000
Phomopsis 24 0,057 0,074 0,034 0,000
Trichoderma 25 0,019 0,037 0,017 0,000
Verticillium 26 0,019 0,000 0,000 0,000

Anexo 2 C. Eigenvalue y porcentaje de la variacion explicada

He Hgenvalue %del total
1 0,81707 73,02
2 0,181425 16,213
3 0,120479 10,767

? Dr = num. de aislamientos de un género/ nim. de aislamientos totales




Anexo 2 D. Score’

Score Axis1 AXis?2 Axis3
Brazo muerto -0,58343 0,44234 0,42156
Esca -0,59172 0,18416 -0,53487
Petri -0,38415 -0,70463 0,1268
Pie negro 1,5564 0,065349 -0,013705
1 -0,54133 -0,2331 0,81351
2 -0,42498 -1,6543 0,36532
3 -0,42498 -1,6543 0,36532
4 -0,59798 0,099633 -0,36372
5 -0,61252 0,38441 0,10863
6 -0,47369 -1,05%4 0,55294
7 1,3439 0,29474 0,16074
8 1,7219 0,15342 -0,039483
9 1,6068 0,05648 -0,017774
10 1,41 -0,10924 0,019335
11 -0,64544 1,0385 1,2145
12 1,017 -0,12781 -0,031784
14 -0,42498 -1,6543 0,36532
15 -0,58988 0,15304 0,19676
16 -0,63124 0,6311 0,25087
17 -0,58096 -0,236%4 -0,92951
18 -0,61025 0,029257 -1,1727
19 1,7219 0,15342 -0,039483
20 -0,54133 -0,2331 0,81351
21 -0,57307 -0,1109 -0,095495
22 -0,55444 -0,30453 -0,03471
23 -0,65462 0,43236 -1,%41
24 -0,60404 0,21414 -0,18337
25 -0,59798 0,099633 -0,36372
26 -0,64544 1,0385 1,2145

3 Valor de los ejes 1,2, 3
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Anexo 2 E. Relay Index

Brazo muerto Petri Pie negro

Relay indx 1,3822 1 10,566 100
23 0 100 0 0
11 100 0 0 0
26 100 0 0 0
16 59,633 32,569 7,7982 0
5 48,525 35,082 16,393 0
18 0 80,682 19,318 0
24 35 44,375 20,625 0
25 26,389 50 23,611 0
4 26,389 50 23,611 0
15 44,8 28,8 26,4 0
17 0 67,925 32,075 0
21 28,682 36,951 34,367 0
22 25,151 32,229 42,62 0
20 52,778 0 47,222 0
1 52,778 0 47,222 0
6 22,093 0 77,907 0
3 0 0 100 0
14 0 0 100 0
2 0 0 100 0
12 4,3379 8,2192 18,95 68,493
7 15,966 0 0 84,034
10 0 0 14,53 85,47
9 0 0 5,3628 A,637
19 0 0 0 100
8 0 0 0 100




Anexo 3 A. Abundancia de Géneros segln cultivares.

Cadigo de Género

Otros cultivares

Cabernet Sauv.

Portainjertos

Botryosphaeria 1 7 8 5
Cadophora 2 0 1 3
Cylindrocarpon 3 3 0 4
Eupenicillium 4 1 0 1
Eutypella 5 0 2 0
Fusarium 6 1 2 6
Greeneria 7 2 2 0

Inocutis 8 3 6 0
Phaeoacremonium 9 6 5 3
Phaeomoniella 10 6 5 5
Phomopsis 11 5 0 0

TOTAL A 31 27
Anexo 3 B. Densidad relativa de Géneros segun cultivares

Cddigo de Género|Otros cultivares  [Cabernet Sauvi.  |Portainjertos

Botryosphaeria 1 0,206 0,258 0,185
Cadophora 2 0,000 0,032 0,111
Cylindrocarpon 3 0,088 0,000 0,148
Eupenicillium 4 0,029 0,000 0,037
Eutypella 5 0,000 0,065 0,000
Fusarium 6 0,029 0,065 0,222
Greeneria 7 0,059 0,065 0,000
Inocutis 8 0,088 0,194 0,000
Phaeoacremonium |9 0,176 0,161 0,111
Phaeomoniella 10 0,176 0,161 0,185
Phomopsis 11 0,147 0,000 0,000

Anexo 3 C. Eigenvalue y porcentaje de la variacion explicada

Be Egenvalue %del total
1 0,255127 62,199
2 0,155051 37,801
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Anexo 3 D. Score

Score Axis1 AXis2
Otroscultivares -0,26526 0,51765
Cabernet Sauvignon -0,44135 -0,43697
Portainjertos 0,70722 -0,079285
1 -0,11493 -0,081277
2 0,89131 -0,40462
3 0,68225 0,36393
4 0,55419 0,46476
5 -0,87379 -1,1097
6 0,75573 -0,24908
7 -0,7079 0,04379
8 -0,76499 -0,3532
9 -0,17341 0,06776
10 0,049662 0,02061
11 -0,52515 1,3146
Anexo 3 E. Relay Index
Otroscultivares [Cabernet Sauv. |Portainjertos
Relay indx 16,178 1 100
5 0 100 0
8 31,206 68,794 0
7 47,581 52,419 0
11 100 0 0
9 39,286 35,938 24,777
1 31,741 39,753 28,505
10 33,716 30,843 35,441
4 43,939 0 56,061
3 37,288 0 62,712
6 9,1772 20,57 70,253
2 0 22,378 77,622




Anexo 4 A. Abundancia de géneros segin departamento

Cédigo de Género Artigas | Canelones | Colonia Durazno Florida | Maldonado | Montevideo [ Paysandu
Acremonium 1 0 1 0 0 0 0 0 0
Aureobasidium 2 0 0 0 0 0 2 0 0
Botryosphaeria 3 5 3 4 3 0 2 0 4
Cadophora 4 0 1 1 1 0 2 0 1
Eupenicillium 5 0 0 1 0 0 0 0 0
Eutypella 6 0 2 0 0 0 0 0 0
Fusarium 7 0 2 3 0 0 2 3 1
Greeneria 8 3 0 0 0 0 0 0 2
Inocutis 9 0 1 1 2 0 0 0 3
Phaeoacremonium 10 2 3 5 0 0 1 0 3
Phaeomoniella 11 3 10 5 1 2 3 1 0
Phoma 12 0 1 0 0 0 0 0 0
Phomopsis 13 0 1 2 0 0 0 0 3
TOTAL 13 25 2 7 2 12 4 17
Anexo 4 B. Densidad relativa de géneros segin departamento
Cadigo de Género | Artigas [ Canelones | Colonia Durazno Florida | Maldonado | Montevideo | Paysandu

Acremonium 1 0,000 0,040 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Aureobasidium 2 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,167 0,000 0,000
Botryosphaeria 3 0,385 0,120 0,182 0,429 0,000 0,167 0,000 0,235]
Cadophora 4 0,000 0,040 0,045 0,143 0,000 0,167 0,000 0,059
Eupenicillium 5 0,000 0,000 0,045 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Eutypella 6 0,000 0,080 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Fusarium 7 0,000 0,080 0,136 0,000 0,000 0,167 0,750 0,059
Greeneria 8 0,231 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,118]
Inocutis 9 0,000 0,040 0,045 0,286 0,000 0,000 0,000 0,176
Phaeoacremonium 10 0,154] 0,120 0,227 0,000 0,000 0,083 0,000 0,176
Phaeomoniella 11 0,231 0,400 0,227 0,143 1,000 0,250 0,250 0,000
Phoma 12 0,000 0,040 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Phomopsis 13 0,000 0,040 0,091 0,000 0,000 0,000 0,000 0,176

Anexo 4 C. Eigenvalue y porcentaje de variacion

He Bgenvalue %del total
1 0,514913 32,419
2 0,365416 23,007
3 0,223799 14,001
4 0,175014 11,019
5 0,152564 9,6056
6 0,108906 6,8568
7 0,0476774 3,0018
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Anexo 4 D. Score

Scores Axis1 Axis2 AXis3 Axis4 Axis5 Axis6 Axis7
Artigas -0,63204| 0,089556| -0,53737| -0,72458 0,19458[ -0,38126] -0,12374
Canelones 0,10926 0,45282| -0,17502 0,53035( -0,64173] -0,46346( 0,0020821
Colonia -0,12256| -0,16024{ -0,22574| 0,074403] -0,29519 0,56447| -0,38817
Durazno -0,76575| -0,15699 0,57425 0,51902 0,5788| -0,15826] -0,12868
Horida 0,58843 1,2779| -0,041435| -0,030871 0,3577 0,26981 0,12708
Maldonado 0,20119| -0,13621 0,96287| -0,54777) -0,37173| 0,0064837| 0,068853
Montevideo 14347 -0,87583 -0,23683| 0,073708 0,27081 -0,11997] 0,020509
Paysandu -0,81308] -0,49158| -0,32249 0,10674{ -0,094326 0,28413 0,4219
1 0,15227 0,74909| -0,3699% 1,2677 -1,643 -1,4044] 0,0095355
2 0,28037| -0,22532 2,034 -1,3094 -0,9517| 0,019647 0,31533
3 -0,67798] -0,15906] 0,086879| -0,071669 0,18255( -0,19904| -0,18885
4 -0,38376| -0,23064 0,96254) 0,071621] -0,13437 0,01387 0,0060993
5 -0,1708| -0,26507| -0,47719 0,17785( -0,75575 1,7105 -1,7778
6 0,15227 0,74909| -0,36995 1,2677 -1,643 -1,4044] 0,0095355
7 1,2319 -0,9634| -0,14285( 0,045419] 0,004467| -0,082469| -0,0032786
8 -0,96611 -0,17689| -0,98234 -1,0601 0,24808( -0,47359 0,2782
9 -0,92545| -0,36447 0,34902 0,83811 0,51476( 0,064302 0,16801
10 -0,43723 -0,1438 -0,3667| -0,18158( -0,54406 0,25658 -0,16242
11 0,42224 0,77246| -0,019602| -0,012915 0,13971f 0,089041 0,027748
12 0,15227 0,74909| -0,3699% 1,2677 -1,643 -1,4044] 0,0095355
13 -0,68038] -0,44717| -0,58045 0,36417 -0,57653 0,81763 0,58199
Anexo 4 E. Relay Index
Artigas Canelones |Glonia  |Durazno  |Horida Maldonado|Montevide(Paysandu
Relay indx 8,9738 41,623 31,413 3,0849 62,728 45,672 100, 1
8 66,189 0 0 0 0 0 0 33,811
9 0 7,3126 8,2267 52,285 0 0 0 32,176
13 0 13,029 29,642 0 0 0 0 57,329
3 25,362 7,9051 11,989 28,261 0 11,001 0 15,481
10 20,263 15,789 29,868 0 0 10,921 0 23,158
4 0 8,8106 9,9119 31,498 0 36,784 0 12,996
5 0 0 100 0 0 0 0 0
6 0 100 0 0 0 0 0 0
1 0 100 0 0 0 0 0 0
12 0 100 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 100 0 0
11 9,2363 15,994 9,0764 5,7177 39,934 9,996 9,996 0
7 0 6,7114 11,409 0 0 14,01 62,919 4,9497




Anexo 5 A. Abundancia de géneros segun departamento excluyendo departamentos y

géneros submuestreados

Cédigo de Género | Artigas Canelones | Colonia Durazno | Maldonado | Paysandu
Botryosphaeria 3 5 3 4 3 2 4
Cadophora 4 0 1 1 1 2 1
Eutypella 6 0 2 0 0 0 0
Fusarium 7 0 2 3 0 2 1
Greeneria 8 3 0 0 0 0 2
Inocutis 9 0 1 1 2 0 3
Phaeoacremonium 10 2 3 5 0 1 3
Phaeomoniella 11 3 10 5 1 3 0
Phomopsis 13 0 1 2 0 0 3
TOTAL 71 13 23 21 7 10 17
Anexo 5 B. Densidad relativa de géneros segiin departamento excluyendo departamentos y
géneros submuestreados

Cédigo de Género | Artigas Canelones | Colonia Durazno | Maldonado | Paysandu
Botryosphaeria 3 0,385 0,130 0,190 0,429 0,200 0,235
Cadophora 4 0,000, 0,043 0,048 0,143 0,200 0,059
Eutypella 6 0,000 0,087 0,000 0,000 0,000 0,000
Fusarium 7 0,000 0,087 0,143 0,000 0,200 0,059
Greeneria 8 0,231 0,000 0,000 0,000 0,000 0,118
Inocutis 9 0,000 0,043 0,048 0,286 0,000 0,176
Phaeoacremonium 10 0,154 0,130 0,238 0,000 0,100 0,176
Phaeomoniella 11 0,231 0,435 0,238 0,143 0,300 0,000
Phomopsis 13 0,000, 0,043 0,095 0,000 0,000 0,176

Anexo 5 C. Eigenvalue y porcentaje de variacion

He Hgenvalue %del total
1 0,254324 36,717
2 0,194492 28,079
3 0,133732 19,307
4 0,0926089 13,37
5 0,0175021 2,5263
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Anexo 5 D. Score

Score Axis1 AXis2 Axis3 Axis4 AXis5
Artigas 0,39%47] -0,71663] -0,46605 -0,087558|  0,02192
Canelones -0,66212 -0,086339| -0,082103 0,52719| -0,058782
Golonia -0,24869 -0,088631 0,38753| -0,10926 0,24621
Durazno 0,46772 0,76885 -0,3218| 0,099456| 0,060962
Maldonado -0,54728|  0,19939| -0,080412| -0,49434| -0,12756
Paysandu 0,5923] -0,07694| 056402 0,065624{ -0,14309
3 0,31558| 0,068888| -0,24062| -0,055951| 0,07029
4 -0,19321 0,63158| -0,076274{ -0,42225| -0,24451
6 -1,3129(  -0,19577| -0,22451 1,7324| -0,44432
7 -0,67994( 0,070263] 0,36611 -0,43515| -0,059685
8 0,91747 -1,1345| -0,32206| -0,11753| -0,25602
9 0,70856  0,81344( 0,11029 0,3412| 0,021077
10 -0,086199( -0,38724| 0,34615| -0,036392]  0,15527
11 -0,51954( -0,091628| -0,24621 0,11958| 0,04792
13 0,32932 -0,18%4 1,1544| 0,24948] -0,10403
Anexo 5 E. Relay Index
Artigas Canelones |Golonia  |Durazno  |Maldonado|Paysandu
Relay indx 84,545 1 33,628 90,168 10,063 100
6 0 100 0 0 0 0
7 0 17,791 29,243 0 40,9 12,065
11 17,149 32,294 17,669 10,616 22,272 0
4 0 8,7221 9,7363 29,006 40,568 11,968
10 19,298 16,291 29,825 0 12,531 22,055
3 24,538 8,2855 12,11 27,342 12,747 14,978
13 0 13,694 30,255 0 0 56,051
9 0 7,7758 8,6799 51,718 0 31,826
8 66,189 0 0 0 0 33,811




Anexo 6 A. Numero de plantas con sintoma externo segun cultivar.

Variedad Petri Brazo muerto|Esca Num. Plantas
Sauvignon Blanc 0 19 11 631
Tannat 104 0 0 300
Cabernet Sauvignon 0 20 28 550
Tannat 0 21 3 621
Cabernet Sauvignon 0 53 6 734
Sauvignon Blanc 10 44 2 652
Tannat 12 0 664
Tannat 7 24 0 697
Cabernet Sauvignon 0 44 1 652
Marcelan 2 97 0 623
Sauvignon Blanc 1 24 0 370
Tannat 9 0 0 480
Cabernet Sauvignon 39 0 0 564
Tannat 27 0 0 504,
Cabernet Sauvignon 14 0 0 540
Merlot 18 0 0 664,
Tannat 2 0 0 54
Tannat 19 0 0 486
Cabernet Franc 0 14 3 465
Cabernet Sauvignon 0 30 0 636
Cabernet Sauvignon 32 42 694
Tannat 2 0 0 694
Cabernet Sauvignon 0 52 0 300
Tannat 18 0 0 528
Cabernet Sauvignon 0 59 2 308
Cabernet Sauvignon 0 75 0 320
Cabernet Franc 0 42 0 300
Sauvignon Blanc 0 78 0 162
Cabernet Franc 25 0 0 568
Tannat 11 0 0 497
Tannat 61 0 9 522
Cabernet Sauvignon 0 70 0 440
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Anexo 6 B. Frecuencia absoluta de sintomas segtn cultivares base 100

Datos Cabernet Franc |Cabernet Sauv |Marcelan  |Merlot SauvBlanc  |Tannat Total general
Suma de Petri 44 14,1 0,3 2,7 1,8 66,6 89,9
Suma de Brazo Muerto 17,0 104,2 15,6 0,0 64,4 6,8 208,0
Suma de Esca 0,6 6,7 0,0 0,0 2,1 2,2 11,6

Anexo 6 C. Frecuencia relativa de sintomas segun cultivares

Cddigo de sintoma|Cabernet Franc |Cabernet SauvMarcelan |Merlot Sauv. Blanc| Tannat
Petri 1 0,049 0,157 0,004 0,030 0,020 0,740
Brazo Muerto 2 0,082 0,501 0,075 0,000 0,310 0,033
BEsca 3 0,056 0,578 0,000 0,000 0,177 0,190

Anexo 6 D. Eigenvalue y porcentaje de variacion

He BEgenvalue |%de variacion
1| 0473186 91,211
2| 0,0455974 8,7893

Anexo 6 E. Score

Soore | Axis1 Axis2
Cabernet_Fanc -0,1871 -0,12932
Cabernet_Sauvignon -0,40639 0,17849
Marcelan -0,8596 -0,98579
Merlot 1,374 -0,33788
Sauvignon_Blanc -0,68174 -0,16315
Tannat 0,94456 -0,02669
1 0,94515 -0,072149
2 -0,67325 -0,21788
3 -0,27095 0,28996

112




Anexo 6 F. Relay Index

| Relay indx 2 3 1
Cabernet_Fanc 30,807 8,1918 5,5944 49
Cabernet_Sauvignon 21,088 50,05 57,742 15,7
Marcelan 1 7,4925 0 0,4
Merlot 100 0 0 3
Sauvignon_Blanc 8,8832 30,969 17,682 2
Tannat | 80,966 3,2967 18,981 74
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Anexo 7 A. Ejemplo de secuencia de Pa. chlamydospora aislamiento V82 con cebador
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Anexo 7 B. Blast de secuencia V82 / ITS4

AB278179.1| Phaeomoniella chlamydospora gene for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA,
ITS2, 28S rRNA, partial and complete sequence, strain: CBS 239.74

Score = 1051 bits (569), Expect = 0.0, Identities = 580/585 (99%), Gaps = 4/585 (0%)

Strand=Plus/Minus

Query 6 TCCT- CCTGAT- CGAGGTC- ACCTGAGAGT TCTGCAACAAAACAATAGGEGECCAGECCAAG 62

(R R AR R RN
Shjct 1782 TCCTACCTGATCCGAGGT CAACCT GAGAGT TCTGCAACAAAACAATAGGGCCAGECCAAG 1723

Query 63 AGGACCACCTCAGT GTATGCTTGATTGCTCGCTGCACCTGGGGTCATTCTTGACGCCGCC 122

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjct 1722 CCACCTCAGTGTATGCT TGAT TGCTCGCTGCACCTGGGGTCA GACGCCGCC 1663

Query 123  ATTATCTTTCGGGCCTATCTTCTATGAAAGT TGATATGGACCCAATATCAAGCCGGECTT 182

R AR RN AR AN
Shjct 1662 ATTATCTTTCGGGCCTATCTTCTATGAAAGT TGATATGGACCCAATATCAAGCCGGGCTT 1603

Query 183 GAGGGT TGATAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCTTCGGAATACCAAAGGGECGCAATGI G 242
SR T TG TH T IO
Query 243 CGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCT 302
wrer e UML)

Query 303  GCGITCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGITGTTGAAAGITTTGGTITTGATTTTG 362
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Sbjct 1482 GCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGGTTTGATTTTG

Query 363 ATGGAACCGT TCAGACGT CACATGTAACAAAGAATTTTGGT TGGECTACTGECAGACCCT 422
e sz ML,
Query 423 GGCCAGAGECGACT GAACGCCCCCGACGGT CCCGAAGGACGEGT CTGCCAAAGCAACAAA 482
D T T T T
Query 483 GGTATGATAAACAAAGGGT TGGAGAT CGEGCCCAGAGGACCCTGACTCGATAATGATCCT 542
Shjct 1302 llllllllllllolA!A!AlelelelTllllllllllll|||||||||(3|<:|<:|1'|||||(:|<3|A|1'H|1'H||” 1243
Query 543 TCCGCAGGT TCACCTACGGAAACCTTGTTACGANTTTTAACTTCC 587
et midirdimatiligliiges

Anexo 8 A. Secuencia de N. parvum aislamiento V156 con cebador RPB6F
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Anexo 8 B. Blast de secuencia V156 / RPB6F

gb| EU863176. 1|
subunit 2
gene, partial cds Length=572

Score = 1046 bits (566), Expect = 0.0
Gaps = 2/573 (0% Strand=Pl us/ Pl us

Neof usi coccum parvum i sol at e UY37 RNA pol ynerase |1

Identities = 571/573 (99%,
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Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct

16

76

61

136

121

196

181

256

241

316

301

376

361

436

421

496

481

556

541

AGCCGAATGT CTCGCCAAACGCCACCAAGATTTTCATCAACGGTGTCTGGEGT TGGTGITC

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
AGCCGAATGT CTCGCCAAACGOCACCAAGAT TTTCATCAACGGT GT CTGGGT TGGT!

ATCGTGACCCAACCCAGCTTGTCTCCGT CGT TAAGAAGCT GCGCCGAGACGGCACTCTGT

R R R AR
ATCGT GACCCAACCCAGCT TGTCTCCGT CGT TAAGAAGCT GCGCCGAGACGGCACTCTGT

CTGCGGAAATGAGT CTTATTCGT GATGT CCGT GACAGGGAGT TCAAGATTTTCACCGATG

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
CTGCGGAAATGAGT CTTAT TCGT GATGT CCGT GACAGGGAGT TCAAGAT TTTCACCGATG

CCGGT CGEGT GTGCAGGCCTCTCTTCATCATTGACGACGAT CCAT TCAGCCCGAATAAGG

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
CCGGTCGGGT GT GCAGGCCT CTCT TCATCAT TGACGACGAT CCAT TCAGCCCGAATAA

GGAACTTGGT CTTGGECCCGAGAGCACAT CGACAAACT GGAGGCAGATCAAGAAATTGACG

R R A AR R AR
GGAACT TGGT CT TGGOCCGAGAGCACAT CGACAAACT GGAGGCAGATCAAGAAAT TGACG

TTTCTGGAATGAAT GATGAT GAAAGAGAT GAGAAGAGGT ATGGECT GGAAGGGGT TGCTGC

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
CTGGAATGAATGATGATGAAAGA ATGCCTGGAAGGEGT TGCT!

AGAGCGGT GTGGT CGAGT ACAT GGAT GCGGAAGAAGAGGAGGT GGCGATGATTACCATGA

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
GAGCGGTGT GGATGCGGAAGAA GGTGGCGATGATTACCATGA

CTCCTGACGATT TGAGGGECGCACCACCGEECT CGT CAAGGCAT TATCGACGAAGAAGACG

R AN R R R R R AR AR AR
CTCCTGACGAT T TGAGGGCGCACCACCGEGCT CGTCAAGGCAT TATCGACGAAGAAGACG

AAGAGAGCAAGCGGAACAGGGAT CCTCACGAGCGT GT CGT COCGGCT COCAACCCGAGTG
R R R R R R R R A
AAGAGAGCAAGOGGAACAGGGAT CCTCACGAGOGT GT CGT CCOGGCT CCCAACCCGAGTG

TCAAGCAATACACGCATTGCG GANTCCATCCA 587

AR AN A
TCAAGCAATACACGCATTGCGAGA- TCCATCCA 572

75

60

135

120

195

180

255

240

315

300

375

360

435

420

495

480

555

540



Anexo 9. Secuencia de Eutypella vitis aislamiento V8

ggacactctgggaaaannnaactgacacgattccnagnactataaaaattaggggtttagtggctagatgecagegttaacactact
aaagcgagaaggatttttacgcttagggtctccgegactetgecgntatatntgaggagttatcccgeaattgcagggtaagetecea
acgccaagcaaataaggcttgatggtcgaaatgacgetcgaacaggeatgeccactagaatactaatgggegeaatgtgegttcaa
agattcgatgattcactgaattctgcaattcacattacttatcgcatttcgctgegttcttcatcgatgccagaaccaagagatcegttgtt
gaaagttttaatttattaagttaaaacactcagaagtttcatagaaaaacagagtttaatggtccgtcgacgagtattccttacagggtag
ctacagggtagctaccgggtagtttccccgecgaggcaacataggtaagttcacatgggtttgggagttgttgtaaaaactactcttta

atgatccctcegetggttcaccaacggagaccttgttacgacttttacttccaaa

Anexo 10. Secuencia de Inocutis jamaicensis aislamiento V97 con cebador ITS4

MACROJGEN
Filg: 070503-19_C16_v97-IT54.abl Run Ended: 200734 19:43:10 Sigmal Go812 A:0054 C:1IB2 730 [P S—
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Anexo 11 A. Secuencia de producto de PCR F1A Pac

MACRO)GEN
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Anexo 11 B. Blast de secuencia F1IA Pac

F1A Pac gb| AF178547.2| Chaetosphaeria tul asneoruminternal transcribed spacer 1,
5.8S

ri bosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, conplete

sequence; and 28S ri bosomal RNA gene, partial sequence

Lengt h=1644, Score = 593 bits (321), Expect = 3e-166, Ildentities = 425/471
(90%, Gaps = 23/471 (5%

St rand=Pl us/ Pl us

Query 1 CCAGGECGEEECT GTGECCT TTACAGECGCCCGCCCEGAGGTATTATACTCTGATTTAATT - 60

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII LT 1
Shjct 63  CCAGGGCGGGGCTGTGECCTTTACAGGCGOCCGCCGRAGGTATTACATTCTGATTTTATT 122

Query 61  ATGITTCTTCTGAGIGGTCTAAGCAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTIT 120

CECEEE TR e e et et Cee e i
Shjct 123 ATGITTCCTCTGAGTGGTCTAAGCAAATAATCAAAACT TTTAACAACGGATCTCTTGGTT 182

Query 121 CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG 180

R R R R R
Sbjct 183 CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGOGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGIG 242

Query 181 AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGECATGCCTGITC 240

NN e A A
Sbjct 243  AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGOCCGCTAGTATTCTGGOGGGECATGCCTGTTC 302

Query 241 GAGCGICATTTCAACCCTCAAGC- CTGGCTTGGT GATGGEGEGECACTGCCTGTAAAAGGGCA 299

A R A R [
Sbjct 303 GAGOGTCATTTCAACCCTCAAGCACTG- CTTGGTGITGEGECCCTAG - GTG- - - GT-- A 354

Query 300 GGCCCTGAAATTCAGIGECG AGCTCGCCAGGA- C- TCCA- - GCGCAGTAAATA- A- - - - 349

U A e
Sbjct 355 GGCOCTGAAAATCAGTGEOGGA- CTCGAC- GGAGCCTCCTTTGCGTAGIAA- TACATCTC - 411

Query 350 GCACTGGGGECTTTGCGGEGT TTCCTGCCGTAAAACCACTATTTTTACACAAGGTTGACCTC 409

U A A AR ||||||||||||||||
Sbjct 412 GCACTGBGEGCCOGGCGEGECT TCCTGCOGTAAAACCATTATTTT- ACACAAGGT 470

Query 410 GGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA 460

R R AR AR R
Sbjct 471 GGATCAGGTAGGAATACCOGCTGAACT TAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA 521
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Anexo 12 A. Secuencia de producto de PCR F3B_Pac

MACROJGEN
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Anexo 12 B. Blast de secuencia F3B_ Pac

=

F3B Pac>  gb|GQ250215.1] Phomopsis viticola isolate 115 18S ribosomal RNA gene,

partial

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA

gene, and internal transcribed spacer 2, conplete sequence;

and 28S ri bosomal RNA gene, partial sequence

Lengt h=547, Score = 309 bits (167), Expect = 8e-81, ldentities =
221/ 247 (89%, Gaps = 3/247 (1%, Strand=Pl us/Pl us

Query 90  AAT- AATCAAAACTTTCCACAACTGATCTCTTGGTTCTGGCAGCGATGAAGAACGCAGAG 148

RN AR AN R A A A A R AR A
Sbj ct 180 AATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG 239

Query 149 AAATGCGATAAATAATGTGAATTGCAGAATTCTGTGAATCTTCGAATCTTTGAACGC- CT 207

LOLLEEEEEE e e e e feee e Ly |
Sbj ct 240 AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC- 298

Query 208 TTTGCGCCCTCTGGTATTCTGGAGGGTATGCCTGTTCAAGCGTCATTTCAACCCTCAAGC 267

LUCEEEE e e et et feee et
Sbjct 299 ATTGOGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGI TCGAGCGT CATTTCAACCCTCAAGC 358

Query 268 CTGECTTGGTGAGGEEEGACTCCTeccccececcecTCCCACCCCGCCCTGAAATCCCCTGEC 327

AR A A R R AR
Sbjct 359 CTGGCTTGGTGATGGEGGCACT GCTCOCCCOCCOGGEGGAGCAGGOCCTGAAATCCAGTGGL 418

Query 328 GACCTCG 334

[l
Sbjct 419 GAGCTCG 425
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Anexo 13. Arbol filogenético en base a secuencias de productos de PCR obtenidos con

cebadores F2Bt/R1Bt a partir de ADN total de sarmientos sanos
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Anexo 14 A. Efecto de inoculacion de Botryosphaeria spp. en sarmientos en laboratorio

Presenciade necrosis | Largo de necrosiscm| NUm. reaislamientos

N. parvum V2 1 11 3
N. parvum V2 1 4 1
N. parvum V2 1 8 3
N. parvum V2 1 85 3
N. parvum V2 1 10 3
N. parvum V2 1 6 3
N. parvum V2 1 95 3
F. aesculi V 52 1 4 2
F. aesculi V 52 0 0 3
F. aesculi V52 0 0 1
F. aesculi V52 1 3 1
F. aesculi V52 1 10 1
F. aesculi V52 0 0 0
F. aesculi V52 1 8 0
N. parvum V 125 1 8 3
N. parvum V 125 1 6 3
N. parvum V 125 1 10 3
N. parvum V 125 1 12 3
N. parvum V 125 1 8 3
N. parvum V 125 1 6.5 3
N. parvum V 125 1 9 3
N. parvum V156 1 10 3
N. parvum V156 1 10.5 2
N. parvum V156 1 9.5 2
N. parvum V156 1 7.5 2
N. parvum V156 1 9 2
N. parvum V156 1 10 2
N. parvum V156 1 8 3
N. parvum V 339 1 9.5 3
N. parvum V 339 1 8 2
N. parvum V 339 1 6 2
N. parvum V 339 1 6 3
N. parvum V 339 1 6.5 3
N. parvum V 339 1 75 3
N. parvum V 339 1 9.5 3
N. luteum V 479 1 10 3
N. luteum V 479 1 95 3
N. luteum V 479 1 11 3
N. luteum V 479 1 9 3
N. luteum V 479 0 0 1
N. luteum V 479 1 5.5 3
N. luteum V 479 0 0 0
D. seriataV 117 0 0 0
D. seriataV 117 1 4 0
D. seriataV 117 0 0 0
D. seriataV 117 1 4 2
D. seriataV 117 1 15 1
D. seriataV 117 0 0 1
D. seriataV 117 0 0 0
F. aesculi V 122 1 55 1
F. aesculi V 122 1 3 1
F. aesculi V 122 0 0 0
F. aesculi V 122 1 15 3
F. aesculi V 122 1 3 1
F. aesculi V 122 1 45 3
F. aesculi V 122 1 5 3
Control 1 9 3
Control 0 0 0
Control 0 0 0
Gontrol 0 0 0
Gontrol 0 0 0
Gontrol 0 0 2
Gontrol 0 0 0
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Anexo 14 B. Efecto del tratamiento sobre el numero de sarmientos con necrosis. Fisher

Exact test
F. aesculi V52| N.parvumV125 | N. parvum V156 [ N. parvumV 339 [ N. luteumV 479 | D. seriataV 117 | F. aesculi V122|  Control
N. parvum V2 P = 0.096 P = 1.000 P = 1.000 P = 1.000 P =0.231 P = 0.035 P = 0.500 P =0.002
F. aesculi V52 P =0.096 P =0.096 P =0.096 P=0.367 P=0.500 P=0.245 P=0.133
N. parvum V 125 P = 1.000 P = 1.000 P =0.231 P = 0.035 P = 0.500 P =0.002
N. parvum V156 P = 1.000 P =0.231 P = 0.035 P = 0.500 P =0.002
N. parvum V 339 P =0.231 P = 0.035 P = 0.500 P =0.002
N. luteum V 479 P=0.296 P=0.404 P=0.051
D. seriataV 117 P=0.122 P=0.280
F. aesculi V122 P=0.015
Anexo 14 C. Efecto del tratamiento sobre el largo de la necrosis. Kolmogorov Smirnov
F.aesculi V52 | N.parvumV 125 | N. parvum V156 | N. parvumV 339 [ N.luteumV 479 | D. seriataV 117 | F. aesculi V 122 Qontrol
N. parvumV2 | D=0.57 P=0.012 D=0.14 P=0.99 D=0.28 P=0.54 D=0.28 P=0.54 D=0.28 P=0.54 | D:0.85 P=0.00 | D: 0.85 P=0.00 | D: 0.85 P=0.00
F. aesculi V52 D=0.71 P=0.001 | D=0.71 P=0.001 | D=0.71 P=0.001 | D=0.42 P=0.11 | D=0.28 P=0.54 | D=0.28 P=0.54 | D=0.42 P=0.11
N. parvum V 125 D=0.28 P=0.54 D=0.28 P=0.54 D=0.42 P=0.11 | D=1.00 P=0.00 | D=1.00 P=0.00 | D=0.85 P=0.00
N. parvum V156 D=0.42 P=0.11 D=0.42 P=0.11 | D=1.00 P=0.00 | D=1.00 P=0.00 | D=0.85 P=0.00
N. parvum V 339 D=0.42 P=0.11 | D=1.00 P=0.00 | D=1.00 P=0.00 | D=0.85 P=0.00
N. luteum V 479 D=0.71 P=0.001 | D=0.57 P=0.012 | D=0.57 P=0.012
D. seriataV 117 D=0.42 P=0.11 | D=0.28 P=0.54
F. aesculi V 122 D=0.71 P=0.001
Anexo 14 D. Efecto del tratamiento sobre el nimero de sarmientos con reaislamiento.
Fisher Exact test
F. aesculi V52 | N.parvumV 125 | N. parvumV156 | N.parvumV339 | N. luteumV 479 | D. seriataVV 117 | F. aesculi V 122 Gontrol
N. parvum V2 P=0.231 P=1 P=1 P=1 P=0.500 P=0.035 P=0.500 P=0.010
F. aesculi V 52 P=0.231 P=0.231 P=0.231 P=0.404 P=0.296 P=0.404 P=0.143
N. parvum V 125 P=1 P=1 P=0.500 P=0.035 P=0.500 P=0.010
N. parvum V156 P=1 P=0.500 P=0.035 P=0.500 P=0.010
N. parvum V 339 P=0.500 P=0.035 P=0.500 P=0.010
N. luteum V 479 P=0.133 P=0.538 P=0.051
D. seriataVV 117 P=0.122 P=0.500
F. aesculi V 122 P=0.051




Anexo 15 A. Efecto de la inoculacidon de Botryosphaeria spp. en sarmientos en campo

Presenciade necrosis

Largo de necrosis mm|

NUm. reaislamientos
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Anexo 15 B. Efecto del tratamiento sobre el nimero de sarmientos con cancro. Fischer

Exact test
F. aesculi V 52 N. parvum V125 |N. parvum V156| N. parvum V339 | N.luteumV479 | D. seriataV 117 | F. aesculi V 122 Qontrol
N. parvum V2 P=0.500 P=0.538 P=0.538 P=0.500 P=0.500 P=0.500 P=0.538 P=0.500
F. aesauli V52 P=0.500 P=0.500 P=1 P=1 P=1 P=0.500 P=1
N. parvum V 125 P=0.538 P=0.500 P=0.500 P=0.500 P=0.538 P=0.500
N. parvum V156 P=0.500 P=0.500 P=0.500 P=0.538 P=0.500
N. parvumV 339 P=1 P=1 P=0.500 P=1
N. luteum V 479 P=1 P=0.500 P=1
D. seriataV 117 P=0.500 P=1
F. aesauli V 122 P=0.500
Anexo 15 C. Efecto del tratamiento sobre el largo de la necrosis. Kolmogorov-Smirnov
test.
F. aesculi V 52 N. parvum V125 |N. parvum V156| N. parvumV 339 | N.luteumV479 | D. seriataV 117 | F. aesculi V 122 Qontrol
N. parvum V2 P>0.99 P>0.99 P>0.99 P>0.99 P>0.99 P>0.99 P>0.99 P>0.99
F. aesauli V52 P>0.99 P>0.99 P>0.99 P>0.99 P>0.99 P>0.99 P>0.99
N. parvumV 125 P>0.99 P>0.99 P>0.99 P>0.99 P>0.99 P>0.99
N. parvum V156 P>0.99 P>0.99 P>0.99 P>0.99 P>0.99
N. parvum V 339 P>0.99 P>0.99 P>0.99 P>0.99
N. luteum V 479 P>0.99 P>0.99 P>0.99
D. seriataV 117 P>0.99 P>0.99
F. aesculi V122 P>0.99
Anexo 15 D. Efecto del tratamiento sobre el nimero de sarmientos con reaislamientos.
Fischer Exact test
F. aesauli V52 N. parvumV 125 [N. parvum V156| N. parvum V339 | N.luteumV 479 | D. seriataV 117 | F. aesculi V 122 Control
N. parvum V2 P=0.035 P=0.035 P=0.245 P=0.122 P=0.245 P=0.035 P=0.122 P=0.122
F. aesculi V 52 P=1 P=0.231 P=0.500 P=0.231 P=1 P=0.500 P=0.500
N. parvum V 125 P=0.231 P=0.500 P=0.231 P=1 P=0.500 P=0.500
N. parvum V156 P=0.404 P=0.441 P=0.231 P=0.404 P=0.404
N. parvum V 339 P=0.500 P=0.500 P=0.538 P=0.538
N. luteum V 479 P=0.231 P=0.404 P=0.404
D. seriataV 117 P=0.500 P=0.500
F. aesauli V 122 P=0.538




Anexo 16 A. Presencia, largo de necrosis, y numero de reaislamientos por planta inoculada

con dos cepas de G. uvicola

Presendade necrosis

Largo necrosis (mm)

NUm. reaislamientos
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Anexo 16 B. Numero de plantas con y sin necrosis inoculadas con cepas de G. uvicola

Num. plantas
¢/ necrosis

Num. Plantas
s/ necrosis
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Anexo 16 C. Efecto del tratamiento sobre el nimero de plantas con necrosis. Fischer Exact

test
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443304

p =0.024

Anexo 16 D. Efecto del tratamiento sobre el largo de la necrosis. Kolmogorov Smirnov

Gul120T

GudldT Tannat control

Gu443/CS  |CSControl

G u443/ sS4

S04 Control

G u 443/ 3309

3309 Gontrol

Gu120/T

D=0,4P=0,313 |D=0,4P=0,313

GudddT

D=0,8 P=0,001

Gu120/CS

D=0,2 P=0,975 | D=0,8 P=0,001

Gu443/CS

D=0,8 P=0,001

Gul2y 4

D=0,4P=0,313

D=0,6 P=0,031

G.u443 S04

D=1P=0

G. u 120/ 3309

D=0,2P=0,975

D=0,8 P=0,001

G. u 443/ 3309

D=0,8 P=0,001




Anexo 16 E. Numero de plantas con y sin reaislamiento del hongo inoculado

Num. plantas
¢/ reaislamiento

Num. Plantas
s/reaislamiento

120 Tannat

443 Tannat

Control Tannat

120CS

443 CS

control CS

120 3309

443 3309

control 3309

12034

443 304

control D4

OIN|IFP(O|P|W|O|FRP|[W|O|IN|O

glwlhjo|r~[IN]O|R[IN|OIW|OT

Anexo 16 F. Efecto del tratamiento sobre el nimero de plantas con reaislamiento. Fischer

Exact test

120 Tannat

443 Tannat

Control Tannat

443CS

control CS

4433309

control 3309

44304

control SO4

120 Tannat

P =0.222

P=

1.000

443 Tannat

P=

0.222

120CS

P=0.262

P =0.083

443CS

P =0.500

1203309

P=0.238

P =0.083

4433309

P =0.500

12084

P=0.417

P =0.500

44304

P=0.222
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Anexo 17 A. Plantines inoculados con C. luteo- olivacea

Presenciade necrosis

Largo de necrosismm

NUmero de reaislamientos

0

0

o|H|3|[|A

control T6

control t 7

control T8

control T9

control T10

control CS6

control CS7

control CS8

control CS9

control CS10

33091

33092

33093

33094

33095

control 33096

control 33097

control 33098

control 33099

control 3309 10

41

SO42

O43

O44

S045

control S04 6

control S04 7

control S04 8

control S04 9

control S04 10

O|O|0O|0|0|O0|O|O0O|O|0C|O|FP|O|FR|O|0|O0|O|(FR|O|O0|0|0|0|O0|O0O|O0|r|O|O|O|O|O|O0|O0|O0|0|0O|0O
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Anexo 17 B. Efecto del tratamiento sobre el nimero de plantas con necrosis

Control T |Control CS |control 3309|control S04
T P=1
Cs P=0.500
3309 P=0.417
™ P=1

Anexo 17 C. Efecto del tratamiento sobre el largo de la necrosis

Control T Control CS control 3309 | control S4
T D=0 P=1
Cs D=0.200 P=0.975
3309 D=0.200 P=0.975
5o D=0 P=1
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