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TiTULO

Estudio de la produccién del teleomorfo de Phaeoacremonium minimum y del sinanamorfo
de Phaeomoniella chlamydospora a diferentes temperaturas

RESUMEN

Phaeoacremonium minimum y Phaeomoniella chlamydospora son dos de los principales hongos
de la madera de la vid asociados a la Yesca y la enfermedad de Petri en este cultivo. La
informacidn sobre la biologia de estos hongos patégenos es todavia escasa. Por ejemplo, no se
conocen las condiciones de temperatura que determinan la formacién de la fase sexual
(teleomorfo) de Pm. minimum vy del sinanamorfo de Pa. chlamydospora. En este estudio se
evalud la formacion de ambas estructuras reproductivas a las temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25
y 30 2C durante un mes y medio de incubacidn bajo luz continua. A las temperaturas de 15, 20
y 259C, tanto para Pa. chlamydospora y Pm. minimum, se obtuvo una produccién
significativamente mayor de estructuras reproductivas fértiles (peritecios y picnidios,
respectivamente). Para ambos hongos los cuerpos fructiferos se desarrollaron después de 21
dias de incubacidn a luz continua para 15y 202C, y después de 28 dias a 252C. A las temperaturas
de 5, 10 y 3029C, la presencia de picnidios y peritecios fue muy escasa y no se observd que
produjeran conidios o ascosporas, respectivamente.
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TITLE

Production of the sexual morph of Phaeoacremonium minimum and the synanamorph of
Phaeomoniella chlamydospora at different temperatures

ABSTRACT

Phaeoacremonium minimum and Phaeomoniella chlamydospora are two of the main fungal
grapevine trunk pathogens associated with Esca and Petri diseases in this crop. Information on
the biology of these pathogenic fungi is still scarce. For example, the temperature conditions
that determine the formation of the sexual morph (teleomorph) of Pm. minimum and of the
synanamorph of Pa. chlamydospora are not well known. In this study the formation of both
reproductive structures was evaluated at temperatures of 5, 10, 15, 20, 25 and 30 2C during a
month and a half of incubation under conditions of continuous light. At the temperatures of 15,
20 and 259C, both Pa. chlamydospora and Pm. minimum, had a significantly greater production
of fertile reproductive structures (perithecia and pycnidia, respectively). For both fungi, fruiting
bodies developed after 21 days of continuous light incubation for 15 and 202C, and after 28 days
at 259C. At the temperatures of 5, 10 and 30 2C, the presence of pycnidia and perithecia was
very scarce and it was not observed that they produced conidia or ascospores, respectively.

Keywords: Esca; Fungal trunk pathogens; Petri disease; Vitis vinifera



Agradecimientos

Agradecer a los tutores de este trabajo final de master, el Dr. Josep Armengol Forti y la
Dra. Ménica Berbegal Martinez, por abrirme las puertas del Laboratorio de Patologia Vegetal
con el trabajo final del Grado, para continuar con el trabajo final del Master de Agrénomos y por
ultimo terminar mi formacién universitaria con este trabajo final del Mdster de Sanidad y
Produccidn vegetal.



indice

L INEFOAUCCION. ...ttt st e 1
[.1 Importancia del cultivo de la vid en ESpafa........ceeveveneneiieiiecieece e 1
0 I YUY o T=T o 1 ol OO RSSO 1
[.1.2 PrOQUCCION.....eiuecteiiet ettt sttt s sttt e be st e st ea s e b et et ebe et sen et ene s 1
I.2. Las enfermedades fungicas de la maderade la vid.......ccccooeee oo, 1
[.2.1. Concepto y sintomas de las enfermedades.........ccocoveveeececeeceecee e 2

Enfermedad de Petri........cuveviiiiiicece et 3

R (=TT or= T TP 4
1.2.2 Fuentes de indculo y vias de dispersidn de 1as EFMV........ccooi oo vevevecesee e 4
1.2.2.1. FUENTES @ INOCUIO. ...ttt ettt s e et st 4
0700 0 A 0 1 1Y 0 1= ] o T o OO TR 5
.3 Descripcion de Phaeomoniella chlamydospora y Phaeoacremonium minimum........... 5
1.3.1 Phaeomoniella chlamydOSpOra............uueueeceie ettt et s esr e e st sre s 5
[.3.2 Phaeoacremonium MiNiMUM..... ...ttt es s st aes e 8
HLLODJEEIVOS..........c ettt b s 10
HI.Materiales Yy MEtOdOS................ooeeeeeeeeeeee ettt 11
1.1 Aislados fUNGICOS ULIlIZAdOS.......ccceevuieieecce et sttt e e st sve s erens 11
[11.2 Preparacion de 1as SUSPENSIONES A€ ESPOIaS.......cueuveieeieerreereereereesrseteseeeseereesesseessenes 11
1.3 Inoculacién de fragmentos de madera y condiciones de incubacién.......................... 12
1A EVAIUGCION ...ttt st e e s st e s en e 13
[1.5 Analisis estadistico de [0S datos.........evivereireeeriniee e e 14
IV.ReSUItados Y DISCUSION..............co.ooiviieeeeeceeeeceece et et esann 15
V.CONCIUSIONES............ooiiiieee ettt sttt et st bt e 35
VEBIBIOGrafia............coooooeeee ettt 36



indice de tablas

Tabla 1. Resumen nacional de la superficie de vid en Espafia el afio 2017(hectareas) (de:
IVIAPA, 2019) . eureeeceseeeseeesenseesseeseessessesesesesses s sessessessessesasesessasssssesssssssesesssessesssensssessnssensensnsen 1

Tabla 2. Detalles de los aislados utilizados en este estudio.......cccuveeevvevvevevieieriviieiee e 11

Tabla 3. Valor asignado seguln el porcentaje de superficie del fragmento de madera
ocupado por picnidios del sinanamorfo de Pa. chlamydospora o peritecios de Pm.
IVHDUINIUI ..ot ettt et e e e e s te et te et ae st be sataessteaeastesenntesesaee st ae sasaeessesensseaenntessnnseans 13

Tabla 4. Presencia de peritecios de la pareja sexualmente complementaria de
Phaeoacremonium minimum 36/38 a distintas temperaturas de incubacion (5, 10, 15,
20, 25 y 302C) en cuatro momentos de evaluacion (14, 21, 28 y 42 dias desde el inicio de la
g Yo{8] oY= Yol o 1 ) RS SU 15

Tabla 5. Presencia de peritecios de la pareja sexualmente complementaria de
Phaeoacremonium minimum 91/95 a distintas temperaturas de incubacion (5, 10, 15,
20, 25 y 302C) en cuatro momentos de evaluacion (14, 21, 28 y 42 dias desde el inicio de la
g Yo{0] oY= Yol 1 ) R 16

Tabla 6. Presencia de picnidios del aislado 211 de Phaeomoniella chlamydospora a
distintas temperaturas de incubacion (5, 10, 15, 20, 25 y 302C) en cuatro momentos de
evaluacion (14, 21, 28 y 42 dias desde el inicio de |3 incubacion).......cccocvvveveeeeecceveiee e, 16

Tabla 7. Presencia de picnidios del aislado 106 de Phaeomoniella chlamydospora a
distintas temperaturas de incubacién (5, 10, 15, 20, 25 y 302C) en cuatro momentos de
evaluacion(14, 21, 28 y 42 dias desde el inicio de [a incubacion).........cccoveveeevrecveverreeceeeeervennn, 17

Tabla 8. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de la
pareja sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 36/38 (escalado
de 0a3)ysupromedio a52C, tras 42 dias de iNCUBACION ......coveerveveeureiiine et 20

Tabla 9. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de la
pareja sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 91/95 (escalado
de 0a3)ysupromedio a529C, tras 42 dias de iNCUDACION ........cccecueeveeieicieieeeer e 20

Tabla 10. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del
aislado 106 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 59C,
1ras 42 dias de iNCUDACION ... ..uviiee ettt e et ee e e e e s e te e st aae e eaeaes e eseaeeaesnseae snsan 20

Tabla 11. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del
aislado 211 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 59C,
1ras 42 dias de iNCUDACION ....ccuiieeiee ettt ettt ee e s re e ebe e aee st e e sasee et aeesreaentesenan 21

Tabla 12. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de
la pareja sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 36/38 (escalado
de 0a 3)ysupromedio a 109C, tras 42 dias de incubacion ..........cccoeeececieieieierieriereeeeeeenee 21



Tabla 13. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de
la pareja sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 91/95 (escalado
de0a3)ysupromedioa109C.,, tras 42 dias de inCubacion ..........cccceveeeeecreieierieeeeeeeeee e 21

Tabla 14. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del
aislado 106 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 102C,
1ras 42 dias de iNCUDACION ....uiiveiiiiiie st eees e sse e e sae e ss e s stese e seesrnessseesreaees 22

Tabla 15. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del
aislado 211 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 102C,
tras 42 dias de iNCUDACION ......uuiiiiiii ettt ee e e et e e e e e e e st esaeseeeee s e esnneen 22

Tabla 16. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de
la pareja sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 36/38 (escalado
de 0a3)ysupromedio a 152C, tras 42 dias de inCUbaCiON .......cccvecueenrecieereeere e 22

Tabla 17. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de
la pareja sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 91/95 (escalado
de0a3)ysupromedioa152C., tras 42 dias de iNCUDACION .......ccceveeveeeveieierierereer e 23

Tabla 18. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del
aislado 106 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 152C,
tras 42 dias de INCUDACION ......uueiieiii et ee e e et ee e e s e et e beeaeseeesaeasnteaeeaessenensnseen 23

Tabla 19. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del
aislado 211 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 159C,
1ras 42 dias de iNCUDACION ..iicuuiiiie ettt st et ce s esate e srtaee s ae e s e sbeaessssabeaes sasan 23

Tabla 20. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de
la pareja sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 36/38 (escalado
de 0a3)ysupromedio a209C, tras 42 dias de iNCUbACION ........cceeveeeeureierinrierieieee e 24

Tabla 21. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de
la pareja sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 91/95 (escalado
de 0a3)ysupromedioa209C., tras 42 dias de incubacion .........cceeveecvenecrececceeereeeeeeenn 24

Tabla 22. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del
aislado 106 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 202C,
1ras 42 dias de INCUDACION ...cociiiiier ittt et st s sre e sae e ae st bes st aessebessaeaesaesenan 24

Tabla 23. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del
aislado 211 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 2029C,
1ras 42 dias de iNCUDACION ......uuiiee et et eee et ee et ae e e eate e ssaeeeeeseaes e seaeeaesnseaen sannn 25

Tabla 24. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de
la pareja sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 36/38 (escalado
de 0a3)ysupromedio a252C, tras 42 dias de iNCUBACION .......cevrvereenrecieereenre e 25



Tabla 25. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de
la pareja sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 91/95 (escalado
de0a3)ysupromedioa252C., tras 42 dias de iNCUDACION ........cceeveeeeevereierierriereee e 25

Tabla 26. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del
aislado 106 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 252C,
1ras 42 dias de iNCUDACION ....uiiveiiiiiie st eees e sse e e sae e ss e s stese e seesrnessseesreaees 26

Tabla 27. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del
aislado 211 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 252C,
tras 42 dias de iNCUDACION ......uuiiiiiii ettt ee e e et e e e e e e e st esaeseeeee s e esnneen 26

Tabla 28. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de
la pareja sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 36/38 (escalado
de 0a3)ysupromedio a302C, tras 42 dias de iNCUbACION .......ceevecueecnrecieerecre e 26

Tabla 29. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de
la pareja sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 91/95 (escalado
de 0a3)ysupromedioa302C., tras 42 dias de iNCUDACION .......ccceeveeeeeveieierieriereer e 27

Tabla 30. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del
aislado 106 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 302C,
tras 42 dias de INCUDACION ......uueiieiii et ee e e et ee e e s e et e beeaeseeesaeasnteaeeaessenensnseen 27

Tabla 31. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del
aislado 211 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 302C,
1ras 42 dias de iNCUDACION ..iicuuiiiie ettt st et ce s esate e srtaee s ae e s e sbeaessssabeaes sasan 27



Indice de figuras

Figura 1. Evolucion de la produccidon de vino y mosto en Espaiia (x 1.000 hl) de la
campafia 2008/2009 a la campafia 2012/2013 (de: MAPAMA, 2019)........ccccvereveerrrreerenne. 2

Figura 2 Sintomatologia de las EFMV. a) Podredumbre y puntos necréticos en el tronco
de una planta afectada por Yesca. b) Coloracidn en las zonas internerviales de las hojas
de una planta afectada por Yesca. c) Brazo con desarrollo retardado y brotaciones
raquiticas en una planta afectada por Eutipiosis. d) Necrosis sectoriales duras en la
madera de plantas afectadas por Eutipiosis y/o decaimiento por Botryosphaeria
(MAGRAIMA, 20L4). oottt st ettt st es st s st es st et sa b assaaesbe e sestssansess st nensesanes 3

Figura 3. a) Conididéforos y conidios de Phaeomoniella chlamydospora; b) Conidiéforos y
conidios del sinanamorfo tipo Phoma (De: Crous y Gams, 2000).......c.ccceveeveeeveeveerececrennen. 6

Figura 4. Ciclo patolégico de la enfermedad de Petri y de la Yesca causado por Pm.
minimum y Pa. chlamydospora, adaptado de (Gramaje et al., 2015; Gramaje y Larignon,

Figura 5. Togninia minima y su anamorfo Phaeoacremonium minimum. 1. Peritecio; 2.
Ascas con disposicion espigada en hifas ascogénicas; 3. Parafisos; 4. Ascosporas; 5.
Ascas; 6. Conidiéforos y células conidiogénicas; 7. Conidias (Mostert et al., 2003)............ 9

Figura 6. Cultivos en PDAS de a) aislado 91 de Phaeoacremonium minimum, b) aislado
95 de Pm. minimumy c) aislado 211 de Phaeomoniella chlamydospora........................... 12

Figura 7. Placas Petri con fragmentos de madera e inoculadas con los hongos del estudio,
depositadas en unincubador bajo luz blanca continua.........ccceevevecvene e e, 13

Figura 8. Promedio de los valores asignados al porcentaje de superficie del fragmento
de madera ocupado por peritecios de la pareja sexualmente complementaria de
Phaeoacremonium minimum 36/38 y 91/95 (escalado de 0 a 3) para las temperaturas
de 5, 10, 15, 20, 25 y 30°C Las barras representan el error estandar de los
PIrOMEBIOS. ....vevevieceteettete e rtesteete et et eerae s e e e saeebeetesesaesbesbessessesbesrsssaessessesnsense stesrsarsaessennsnnes 28

Figura 9. Promedio de los valores asignados al porcentaje de superficie del fragmento
de madera ocupado por picnidios del aislado 106 y 211 de Phaeomoniella
chlamydospora (escalado de 0 a 3) para las temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25 y 302C Las
barras representan el error estandar de 10s promedios.........cceevecveeceiceeece e cceeceeerveeen, 29

Figura 10 Promedios de los valores asignados al porcentaje de superficie del fragmento de
madera ocupado por peritecios de Phaeoacremonium minimum (escalado de 0 a 3) para las
temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25 y 302C. Las letras iguales representan que los valores no son
estadisticamente diferentes segln el test LSD (P<0.05). Las barras representan el error estandar
(o LN Fo T o] o] 10T I o 1 29



Figura 11. Promedios de los valores asignados al porcentaje de superficie del fragmento de
madera ocupado por picnidios de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) para las
temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25 y 302C. Las letras iguales representan que los valores no son
estadisticamente diferentes segln el test LSD (P<0.05). Las barras representan el error estandar

(o LN (o T o 1o 0 0 [T T L F OO 30

Figura 12. a) b) Picnidios de Phaeomoniella chlamydospora exudando una masa de
conidios. c¢) d) f) Peritecios de Phaeoacremonium minimum formados en la superficie de
los fragmentos de madera, algunos de ellos exudando ascoporas. e) Ascas de
Phaeoacremonium minimum con ascosporas en su interior. Barra de escala = 20

Vi



I.INTRODUCCION



l.Introduccion

1.1 Importancia del cultivo de la vid en Espaia

1.1.1 Superficie

La vid en Espaia cuenta con una superficie de 939.283 ha (MAPA, 2019), siendo uno de
los principales cultivos por extension (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen nacional de la superficie de vid en Espafia el afio 2017(hectareas) (de: MAPA,
2019).

Superficie en plantacion regular Arranques Plantaciones
Cultivo Total En produccion enel nuevas
Secano Regadio Total Secano Regadio afo en el afio
VINEDO DE UVA DE MESA
En cultivo tnico 1.355 13.016 14.371 1.199 12.360 401 183
En cultivo asociado 35 10 45 35 9 - -
TOTAL 1.390 13.026 14.416 1.234 12.369 401 183
VINEDO DE UVA PARA VINIFICACION
En cultivo tnico 667.848 243.152 911.000 624.808 213.474 15.979 15.915
En cultivo asociado 10.520 122 10.642 9.989 105 634 106
TOTAL 678.368 243.274 921.642 634.797 213.579 16.613 16.021
VINEDO DE UVA PARA PASIFICACION 1.699 - 1.699 1.696 - - -
VIVEROS DE VINEDO 134 1.392 1.526 - - - -
TOTAL VINEDO 681.591 257.692 939.283 637.727 225.948 17.014 16.204

1.1.2 Produccion

El valor de la produccién del sector del vino y del mosto, segun la 22 estimacién de la
Renta Agraria de 2013, ha crecido un 26% respecto al afio anterior, ascendiendo a 2.142,8
millones de euros (estimacion en valores corrientes a precios basicos), aportando el 8,02% de la
Produccidn Vegetal y casi el 4,8% de la Produccion de la Rama Agraria en Espafia (MAPA, 2019).
El cultivo de la vifia genera en mano de obra unos 18 millones de jornales aproximadamente
(MAPA, 2019).

El vino es un producto con una balanza comercial positiva. Durante 2013, segin datos
provisionales de Aduanas, la balanza comercial para el vino y mosto tuvo un saldo positivo de
2.600 millones de euros (MAPA, 2019).

La produccion de vino y mosto en Espafia se caracteriza por su gran variabilidad de unas
campafas a otras, debido a la fuerte dependencia del cultivo de las condiciones climatoldgicas
(Figura 1). Siendo la media de las cinco ultimas campafias (2008/2009 a 2012/2013) de 38,6
millones de hl (MAPA, 2019).
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Figura 1. Evolucion de la produccion de vino y mosto en Espafia (x 1.000 hl) de
la campanfia 2008/2009 a la campafia 2012/2013 (de: MAPAMA, 2019).

1.2. Las enfermedades fungicas de la madera de la vid

1.2.1. Concepto y sintomas de las enfermedades

En la actualidad, las enfermedades flungicas de la madera de la vid (EFMV) se consideran
uno de los principales retos para la sostenibilidad de la viticultura en todo el mundo. Estas
enfermedades causan en el vifiedo dafos severos todos los afos y su incidencia esta creciendo
rapidamente en todos los paises productores viticolas (De la Fuente, 2016).

Las EFMV son un grupo de enfermedades de la vid causadas por varios hongos
patédgenos que viven y colonizan la madera de los drganos perennes causando necrosis y
decoloracién de la madera, infecciones vasculares, y descomposicion esponjosa. Las vifias
afectadas muestran, externamente, un decaimiento general y progresivo (retraso en la
brotacion, yemas muertas, decaimiento de la planta, parada del desarrollo, clorosis, apoplejia,
etc.) generalmente asociada con unos sintomas foliares acordes a las diferentes enfermedades,
que inicialmente pueden causar pérdida de productividad y eventualmente la muerte de la viia
(Mondello et al., 2018).

Podemos agrupar las enfermedades de la madera en enfermedades que afectan a las
plantas joévenes pocos anos después de la plantacién (enfermedad de Petri y pie negro) y
enfermedades de plantas adultas, que suelen aparecer mas tarde en el vifiedo ya establecido
(yesca, eutipiosis y decaimiento por Botryosphaeria) (Figura 2). Estas enfermedades causan
importantes pérdidas de produccion y suponen costes econdmicos adicionales debido a la
necesidad de replantacién de las plantas muy afectadas o muertas (Armengol, 2017). El
incremento global en incidencia de las EFMV, con la dificultad de un manejo efectivo, ha situado
las EFMV como la principal prioridad de investigacion para la industria vitivinicola y de uva de
mesa mundial. Aunque la reduccidn en la disponibilidad de materias quimicas eficientes para el
control de las EFMV desde el 2000, ha jugado un papel importante en el impacto que estas
enfermedades han tenido en la sanidad vegetal de las vifias, éste es también consecuencia de
cambios experimentados en la viticultura en los pasados 30 anos. El incremento en la densidad



de plantas en los vifledos, el aumento en el uso del doble cordén, la realizacién de podas mas
cortas, y la mecanizacién de practicas del vifledo, en especial la poda, han favorecido el
incremento de infecciones de patdgenos asociados a las EFMV en vifias. Ademas, el aumento en
costes de produccién, en particular la mano de obra reduce la capacidad de los agricultores para
incrementar los insumos, como la proteccién de heridas de poda (Gramaje et al., 2018).

Figura 2. Sintomatologia de las EFMV. a) Podredumbre y puntos necréticos en el tronco de
una planta afectada por Yesca. b) Coloracion en las zonas internerviales de las hojas de una
planta afectada por Yesca. c) Brazo con desarrollo retardado y brotaciones raquiticas en
una planta afectada por Eutipiosis. d) Necrosis sectoriales duras en la madera de plantas
afectadas por Eutipiosis y/o decaimiento por Botryosphaeria (MAGRAMA, 2014).

Concretamente, este trabajo se va a centrar en el estudio de las especies fungicas
Phaeomoniella chlamydospora y Phaeoacremonium minimum, ambas asociadas a las
enfermedades de Petri en vid joven y Yesca en vid adulta. Por ello, estas enfermedades se
describen de forma detallada a continuacién.

Enfermedad de Petri

Causada por las especies Pa. chlamydospora y Cadophora luteo-olivacea, y por hongos
pertenecientes al género Phaeoacremonium. Estos hongos se encuentran en la parte basal del
patrén, en los vasos colonizando los tejidos del xilema, siendo visibles unas pequefias



punteaduras o estrias necrdticas, al realizar un corte transversal o longitudinal de la planta. Los
dafios que provoca en la planta incluyen retraso en el desarrollo y escasa vitalidad, brotes con
entrenudos cortos, hojas de menor tamafio y cloréticas, y en algunos casos la muerte de las
plantas (MAGRAMA, 2014).

Yesca

Esta causada principalmente por los hongos Pa. chlamydospora y Pm. minimum, que
causan necrosis en la madera, y por varias especies de basidiomicetos, entre los que el mas
comun es Fomitiporia mediterranea que provoca en la madera una podredumbre seca y
esponjosa. Ademas de Pm. minimum, otras varias especies de Phaeoacremonium pueden estar
involucradas en la etiologia del complejo de la yesca. También los hongos Eutypa lata y Stereum
hirsutum pueden desempefiar una funcién en la enfermedad del complejo de la yesca (Bertsch
etal., 2012).

Segun su sintomatologia, la yesca se puede presentar bajo dos formas: lenta y rdpida o
apopléjica. Si se presenta de forma lenta, las hojas muestran en las zonas internerviales
coloraciones amarillentas en las variedades de uva blanca y rojizas en las tintas, que derivan en
necrosis, pudiendo llegar a pasificarse los racimos prematuramente. Estos sintomas pueden
manifestarse de forma crénica en algunas plantas y de forma totalmente errdtica en otras,
mostrandolos un afio, pero no al siguiente. La forma apopléjica produce la muerte repentina de
la planta, generalmente en los meses de verano (MAGRAMA, 2014).

1.2.2 Fuentes de indculo y vias de dispersion de las EFMV

Se ha demostrado la presencia de los patégenos causantes de las EFMV en las plantas
madre de vid, asi como en las plantas en produccidn de los viveros de vid, tanto injertos como
barbados. Esto supone que podemos encontrar estos patégenos en las plantaciones nuevas
(Gramaje y Armengol, 2011). Ademas, los hongos causantes de las EFMV se han encontrado
tanto en la época de crecimiento del cultivo (primavera-verano) como en la de latencia (otofio-
invierno), encontrandose principalmente en las cepas muertas, asi como en los restos de poda
(Agusti-Brisach et al., 2015).

1.2.2.1 Fuentes de in6culo

Suelo. Se ha sugerido que Pa. chlamydospora es un patégeno vinculado al suelo por su
capacidad de producir clamidosporas en cultivo. Se piensa que a partir de las clamidosporas se
podrian formar los conidios que posteriormente penetrarian en las raices de vifias en viveros o
vifiedos. Este hongo, como Pm. minimum y otras especies del género Phaeoacremonium
asociadas a las EFMV, se ha detectado que esta presente en el suelo mediante técnicas
moleculares. Las clamidosporas también pueden permitir la supervivencia de especies de
llyonectria spp., Dactylonectria spp. y otros hongos asociados al pie negro por periodos largos
en el suelo (Gramaje y Armengol, 2011).

Campos de plantas madre. En muchos casos, la presencia de patégenos asociados al pie
negro y la enfermedad de Petri, asi como especies de hongos de la familia Botryosphaeriaceae
en las raices de plantas madre de vid no esta relacionado con los sintomas externos observados.
La presencia confirmada de estos patégenos en plantas asintomaticas con madera necrotica
interna podria explicar que el hongo pueda permanecer de forma latente hasta que las viias
sufran estrés, como déficit hidrico o el ataque de nematodos, después de los cuales, la planta
muestra sintomas de la enfermedad. Asi, esto demostraria el alto potencial de riesgo de las



plantas madre como fuente de indculo en el proceso de propagacion vegetal (Gramaje y
Armengol, 2011).

Restos de poda. Son la principal fuente de indculo de la mayoria de patégenos
relacionados con las EFMV, porque los restos de poda suelen albergar los cuerpos fructiferos de
hongos como Diplodia seriata, Cryptovalsa ampelina, etc. Ademas, los agricultores a menudo
retiran las cepas o brazos muertos, que dejan después en los margenes del vifiedo. Sobre estos
restos vegetales la esporulacidon de los patdgenos, como E. lata, se mantiene durante afos, lo
gue contribuye a aumentar el riesgo de infeccidn después de la poda. Por tanto, hay que eliminar
los restos de poda, asi como las partes enfermas (cepas y brazos muertos), y no dejarlas
descomponerse en el campo (Luque et al., 2014).

1.2.2.2 Dispersién
Existen diferentes vias de dispersién de los hongos asociados a las EFMV:

Viento. Es considerada como la principal via de dispersion de los patégenos que causan
las EFMV en plantas adultas, ya que sus esporas pueden ser transportadas por el viento grandes
distancias hasta infectar plantas susceptibles (Elena y Luque, 2016).

Lluvia. La dispersion de hongos asociados a la Yesca, eutipiosis y brazo negro muerto es
debido en parte a las esporas que se transportan por las salpicaduras que produce la lluvia o el
riego por aspersion (MAGRAMA, 2014). Baskarathevan et al. (2013) demostraron que las gotas
de lluvia podian dispersar por salpicadura conidios de Neofusicoccum parvum y N. luteum hasta
mas de 2 metros desde el punto de indculo en un solo episodio de lluvia.

Herramientas de poda. Uno de los factores de riesgo severo que afecta en la produccion
de planta de vivero es la contaminacién de las herramientas de poda debido a la falta de
desinfestacidn regular por parte del personal que realiza esta labor de cultivo (Gramaje y Di
Marco, 2015). Esto también se puede dar en los vifiedos.

Artropodos. Se han encontrado especies de Phaeoacreomonium en larvas de
coledpteros, lo que da a entender que éstos pueden ser vectores de los hongos que causan las
EFMV, asi como existen artrépodos presentes en vifiedos con sintomas de decaimiento que son
portadores de Pa. chlamydospora (Kubatova et al., 2004; Moyo et al., 2014).

1.3 Descripcion de Phaeomoniella chlamydospora y Phaeoacremonium
minimum

1.3.1 Phaeomoniella chlamydospora

El micelio de este hongo consiste en hifas tabicadas y ramificadas que pueden aparecer
individualmente o en cordones de hasta diez. Las hifas son tuberculosas a verruculosas, con
paredes de color marrén verdoso y tabiques mds oscuros, que empiezan a ser mas claros hacia
la region conidiogénica, y de 2-4 um de ancho. Las estructuras tipo clamidosporas son
abundantes en la cepa tipo, pero escasas en otras cepas; globosas a subglobosas, sobre todo
individuales, raramente en cadenas de hasta 5, de color olivaceo y lisas a marrén verdoso, y
tuberculadas, de 7-15 um de largo y 5-17 um de diametro. Los conidiéforos (Figura 3), son
procedentes de hifas aéreas o sumergidas, erectos, simples, cilindricos con elongacion
ampuliforme, de color marrén verdoso, con paredes gruesas en la base, empezando con paredes
mas delgadas y marrdn verdoso mas suaves hacia el apice, 1-3 septos y 12-70 um de longitud y
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1,5-4,0 um de anchura. Las células conidiogénicas son solitarias, terminales, monofialidicas, de
color verde claro o subhialinas, suaves (sin rugosidades), con elongacién ampuliforme a
lageniforme o subcilindricas, de 2-20 um de largo, de 1,5-4.0 um de ancho en la parte hinchada,
de 1,0-1,5 um de ancho en el apice, con un collar terminal que va estrechandose en forma de
embudo, de 0,5-2,0 um de largo y de ancho. Los conidios se originan de forma agregada en
fasciculos, con cabezas viscosas en los apices de las células conidiogénicas, subhialinos, oblongo-
elipsoidales a obovados, permanentemente rectos, de dimensiones (1.5-) 3.0-4.0 (-4.5) x 1.0-1.5
(-2.0) pm.

Es muy importante destacar que esta especie presenta un sinanamorfo tipo Phoma: con
picnidios de color castafio oscuro, globosos, de hasta 70 um de diametro que en su interior
tienen conidiéforos de color castano claro, subcilindricos, lisos, 1-multiseptados, de 5-18 x 2-3
pum. Las células conidiogénicas son monofialidicas, terminales e intercaladas, variables en forma,
pero frecuentemente subcilindricas a oblongas-elipsoidales, de 3-9 x 2-3 um. Los conidios se
exudan desde los picnidios en cirros, son hialinos, oblongo-elipsoidales a obovados,
permanentemente rectos, y de dimensiones (1.5-) 2.0-2.5 x 1.0-1.5 um (Crous y Gams, 2000).
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Figura 3. a) Conididforos y conidios de Phaeomoniella
chlamydospora. b) Conididforos y conidios del
sinanamorfo tipo Phoma (De: Crous y Gams, 2000).



El hongo Pa. chlamydospora vive en el xilema de la planta como enddfito, donde
produce libremente conidios que son transportados a través de la savia. El hongo tiene la
habilidad de moverse, germinar, y penetrar a través de las paredes celulares del parénquima
vascular, causando la necrosis de los tejidos. Phaeomoniella chlamydospora pasa el invierno en
tejidos vasculares viejos de los restos de poda y en grietas profundas en brazos, troncos y
pulgares. Ademas, puede sobrevivir en el suelo, pudiendo infectar las plantas a través de las
raices (Gramaje et al., 2015) (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo patoldgico de la enfermedad de Petriy de la Yesca causado por Pm. minimumy
Pa. chlamydospora, adaptado de (Gramaje et al., 2015; Gramaje y Larignon, 2015).

En primavera, cuando la temperatura del aire y del suelo aumenta y las vifias empiezan
a crecer vigorosamente, los patdgenos se reactivan. Phaeomoniella chlamydospora produce
conidios que seran dispersados por el agua, el viento, insectos y herramientas de poda (Gramaje
et al., 2015) (Figura 4).

Dado que las infecciones se realizan en su mayoria tras la poda a través de las heridas
producidas en la planta, se ha especulado sobre la influencia del momento de poda en la
susceptibilidad de la planta (Agusti-Brisach et al., 2015). En estudios recientes, se ha demostrado
que el mayor porcentaje de infeccidon de los sarmientos se produce en los meses posteriores a
la poda de invierno, siendo significativamente menor el porcentaje de infecciones si la poda se
realiza en noviembre. Ademds, existe una correlacion en los tres meses posteriores a la poda,
con la pluviometria acumulada (Luque et al., 2014).

Auln asi, para utilizar el momento de poda como un mecanismo para evitar el periodo
de maximo riesgo de infecciones, éste momento debe estudiarse para cada zona vitivinicola de
nuestro pais (Luque et al., 2014).



La existencia de un estado picnidial en este hongo es conocido, ya que ha sido obtenido
a partir de la inoculacién in vitro de Pa. chlamydospora en hojas de clavel y en madera de via.
En la naturaleza, la formacién de picnidios se ha observado en vifiedos australianos. Esporas
aéreas de Pa. chlamydospora han sido encontradas a lo largo del afo en vifias de Francia y
California, pero el origen de este indculo no ha sido confirmado (Crous y Gams, 2000). Baloyi et
al. (2016), en la provincia de Western Cape (Sudafrica) cogieron muestras de vifias que
mostraban sintomas de decaimiento en mayo del 2011. Brazos, troncos, y restos de poda
antiguos fueron observados al microscopio en el laboratorio y en estas muestras se encontraron
picnidios en las hendiduras, grietas, en las heridas de poda y en la corteza de cepas de la variedad
Pinotage de 35 afios de edad. Agrupaciones de 1 a 50 picnidios fueron frecuentes en la superficie
de la corteza. Los picnidios eran negros, globosos, y de hasta 175 um de didmetro. Los
conidiéforos internos eran de color marrén claro, uniseptados o multiseptados, de 8 a 24 x 1,5
a3 um, las paredes de 1,5a 3 x 1 a 2 um y los conidios hialinos, oblongo elipsoidales a aovados,
de1,5a2,5x1a1,5um (Baloyietal, 2016).

1.3.2 Phaeoacremonium minimum

El micelio de este hongo consiste en hifas septadas ramificadas que aparecen por
separado o en haces de hasta 25 hifas, tuberculadas con verrugas de hasta 1.5 um de didmetro,
de color marrén medio a palido y 1-2.5 um de ancho. Los conidiéforos (Figura 5) son en su
mayoria cortos, no ramificados, surgiendo de hifas aéreas o sumergidas, erectas, simples, hasta
con 3 septos, a menudo con una Unica fidlida como célula apical, de color marrén palido, mas
claras hacia la punta, lisas a verruculosas, de 15-46 um de largo y 1.5-2.5 um de ancho. Fidlidas
terminales o laterales, en su mayoria monofialidicas, lisas a verruculosas, subhialinas; con
collarines 1-1.5 um de largo y 1.5-2 um de ancho. Conidios en su mayoria oblongo-elipsoidales
o cilindricos, ocasionalmente reniformes, de dimensiones 3-5 x 1-2 um (ratio
longitud/anchura= 3) (Mostert et al., 2006).

Los peritecios de su forma sexual (Togninia minima) (Figura 5) se desarrollan
principalmente agregados, a veces solitarios, en la superficie de la epidermis de la planta
afectada o ligeramente sumergidos. Son subglobosos, a veces obpiriformes, de 160 a 420 um de
didmetro y 200 a 400 um de alto. La pared esta formada por dos regiones de textura angularis:
la regidn exterior es de color marrén oscuro, con células mas pequefias y mas redondeadas que
las de la capa interna, aproximadamente 8-10 células y 20-40 um de espesor; la regidn interna
es hialina hacia el centro y de color marrdn pélido hacia la periferia, 5-7 células y 12-28 um de
espesor; la superficie esta cubierta de apéndices marrones de las hifas septadas que se
convierten en hialinas hacia sus puntas. Los cuellos de los peritecios son de color negro, y hay
de 1 a 3 por peritecio, cilindricos, rectos a curvados, verrugosos, de 800 a 1800 um de largo, de
35 a 130 um de espesor en la base, y de 20 a 60 pum de ancho en los apices. Los cuellos a veces
se dividen en dos ,cerca del apice; el apice suele proliferar secundariamente hasta envejecer y
entonces aparece noduloso; los nédulos (120 um de diametro) también aparecen mas abajo en
el cuello. Los peritecios con multiples cuellos suelen tener una pared delgada dividiendo la
camara del peritecio. Los parafisos son hialinos, septados, cilindricos, estrechandose hacia la
punta, de 45 a 125 um de largo, de 2 a 4 um de ancho en la base y de 1,5 a 2 um en el apice,
persistentes. Las ascas son hialinas, clavadas, con apices claramente redondeados y con lados
paralelos o estrechandose (17-27 x 4-5 um); la region apical mide de 0,5 a 1 um de espesor, con
un anillo apical no amiloide. Las hifas ascogénicas son hialinas, ramificadas, con paredes lisas,
bases remanentes de 5 x 2,5-4 um. Las ascosporas son aseptadas, hialinas, oblongo-elipsoides a
alantoides con finales redondeados, a veces conteniendo pequefios gutulas al final, biseriadas,
de4,5a5x1a2um (Mostert et al., 2006).



Figura 5. Togninia minima y su anamorfo Phaeoacremonium
minimum. 1. Peritecio; 2. Ascas con disposicion espigada en hifas
ascogénicas; 3. Parafisos; 4. Ascosporas; 5. Ascas; 6. Conidiéforos y
células conidiogénicas; 7. Conidias (Mostert et al., 2003).

En el caso de Pm. minimum, en este hongo la presencia de los dos tipos de apareamiento
garantiza la formacion de peritecios de su teleomorfo, que pueden formarse facilmente en
campo bajo condiciones ambientales concretas. De hecho, los peritecios de Pm. minimum han
sido observados en vifias en campo (Baloyi et al., 2016). En los peritecios las ascosporas son
liberadas después de hidratarse durante periodos de lluvia o bajo condiciones de riego por
aspersion, e infectan las vifas a través de heridas de poda (Eskalen y Gubler, 2001). Los periodos
de lluvia se han correlacionado con una mayor frecuencia en la liberacidon de esporas de Pm.
minimum (Larignon y Dubos, 2000). Las esporas asexuales, conidios, de especies de
Phaeoacremonijum fueron capturadas en troncos y cordones de vifias de principio a mitad de
verano en California o durante todo el periodo vegetativo en vifiedos franceses. Varios estudios
han mostrado que los conidios de Pm. minimum pueden infectar facilmente heridas de poday
que las heridas de poda son particularmente vulnerables a la colonizacién por este hongo
cuando se ha realizado una poda temprana (Gramaje et al., 2015).
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Il. OBJETIVOS

En este trabajo se estudiaran las condiciones de temperatura para la formacién de la
fase sexual (teleomorfo) de Phaeoacremonium minimum y del sinanamorfo de Phaeomoniella.
chlamydospora. Para ello se evaluara la formacidon de ambas estructuras reproductivas a las
temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25 y 30 °C durante un mes y medio de incubacién bajo luz
continua. Para todas estas condiciones, se determinard el tiempo en que tardan en desarrollarse
los peritecios de Pm. minimum vy los picnidios de Pa. chlamydospora, y su abundancia. El objetivo
final serd obtener informacién sobre la biologia de estos hongos, para mejorar el manejo de las
enfermedades de la madera de la vid.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

l1l.1 Aislados fungicos utilizados

En este estudio se usaron dos aislados de Pa. chlamydospora y cuatro aislados de Pm.
minimum (Tabla 2), todos ellos pertenecientes a la coleccion del Grupo de Investigacion en
Hongos Fitopatdgenos del Instituto Agroforestal Mediterrdneo de la Universidad Politécnica de
Valencia y guardados a -802C. Estos aislados fueron obtenidos de plantas que mostraban
sintomas internos de enfermedad de Petri o yesca.

En el caso de los aislados pertenecientes a la especie Pm. minimum, éstos se eligieron
para que representaran grupos de apareamiento complementarios (denominados A y B), de
forma que en inoculaciones conjuntas se puede desarrollar la forma sexual (teleomorfo:
Togninia minima), que produce ascosporas en peritecios. La informacién sobre los grupos de
apareamiento de estos aislados se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Detalles de los aislados utilizados en este estudio.

Aislado Ao Localidad Provincia/Subpoblacién | Variedad/Patrén Tipo de
apareamiento
Pch 106 2002 O Rosal Pontevedra -/196-17 | = -
Pch 211 2004 Dos Barrios Toledo Tempranillo/41B | -
Pm 91 2007 Aielo de Valencia Tempranillo/110R A
Malferit
Pm 95 2007 Aielo de Valencia Tempranillo/110R B
Malferit
Pm 36 2002 Fernan Ciudad Real Tempranillo/110R A
Caballero
Pm 38 2002 San Cuenca Cabernet B
Clemente Sauvignon/SO4

11l.2 Preparacion de las suspensiones de esporas

Para obtener el indculo, los aislados de la coleccion (Figura 6) se sembraron en Placas
Petri con medio de cultivo patata dextrosa agar (PDA) con la adicién de 0,5 g/l de sulfato de
estreptomicina (PDAS) durante 15-20 dias a 25 2C y en condiciones de oscuridad.

11



Figura 6. Cultivos en PDAS de a) aislado 91 de Phaeoacremonium minimum, b) aislado 95 de
Pm. minimum y c) aislado 211 de Phaeomoniella chlamydospora.

Una vez crecidas las colonias de los hongos, se cubrian las placas Petri con agua estéril y
se rascaba la superficie de las colonias con un asa para obtener una suspensién de esporas. Para
ello, se utilizaron 4 placas de cada aislado para Pa. chlamydospora y se vertié el agua con las
esporas en un matraz y se enraso hasta los 200 ml con agua estéril. En el caso de los aislados de
Pm. minimum, se utilizaron dos placas de cada uno de los aislados de parejas sexualmente
complementarias (Pm36/Pm 38 y Pm91/Pm95), que se vertieron en un matraz enrasando luego
con agua estéril hasta 200 ml.

l11.3 Inoculacién de fragmentos de madera y condiciones de incubacion

Se prepararon fragmentos de madera del patron 110 R de 4 cm de longitud, que fueron
partidos en dos mitades longitudinalmente y luego autoclavados tres veces a 120 2C durante 20
minutos. Posteriormente, se prepararon seis placas de medio de cultivo agar agua (AA -15 g
Agar/1000 ml agua) por cada combinacion de aislado de Pa. chlamydospora y por cada pareja
de Pm. minimum, y para las distintas temperaturas de incubacién previstas en el estudio: 5, 10,
15, 20, 25y 30°C.

Para la inoculacién se procedid del siguiente modo: en cada placa se colocaron dos
fragmentos de madera. Después, se pipetearon 100 ul de suspensién de esporas sobre cada
fragmento de madera, y se dejaron incubar las placas a 252 C en oscuridad durante dos semanas
para facilitar la completa colonizacion de los fragmentos de madera.

Después de este tiempo de incubacidn a 25 2C, cada grupo de placas correspondiente a
las diferentes especies fungicas y aislados o parejas incluidos en el estudio se incubé bajo luz
blanca continua a las distintas temperaturas (5, 10, 15, 20, 25 y 302C) durante aproximadamente
un mes y medio segun lo descrito por (Gramaje et al., 2013; Mostert et al., 2003) (Figura 7). El
experimento se repitio.
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Figura 7. Placas Petri con fragmentos de madera e inoculadas con
los hongos del estudio, depositadas en un incubador bajo luz
blanca continua.

111.4 Evaluacion

Durante el tiempo de incubacidn a las diferentes temperaturas, se realizaron cuatro
evaluaciones, observando bajo la lupa si habia presencia o se estaban formando picnidios del
sinanamorfo de Pa. chlamydospora o peritecios en Pm. minimum. Estas evaluaciones se
realizaron a los 14, 21, 28 y 42 dias desde que se inicid la incubacidn en luz continua a las
diferentes temperaturas, siendo la cuarta evaluacion la ultima.

En la Ultima evaluacién se tomaron 5 placas por cada aislado (Pa. chlamydospora) y/o
pareja complementaria de Pm. minimum), temperatura, y repeticion. En este momento, se
realizd una nueva observacion bajo la lupa, pero en este caso asignando un valor a cada
fragmento de madera segln el porcentaje de superficie ocupado por picnidios o peritecios
(Tabla 3).

Tabla 3. Valor asignado segun el porcentaje de superficie del fragmento de madera
ocupado por picnidios del sinanamorfo de Pa. chlamydospora o peritecios de Pm. minimum.

Sin picnidios o peritecios

Picnidios o peritecios escasos, ocupando menos del 25 % de la superficie
Picnidios o peritecios frecuentes, ocupando del 25 al 75 % de la superficie
Picnidios o peritecios abundantes, ocupando mas del 75 % de la superficie

W N =IO
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111.5 Analisis estadistico de los datos

Los niveles de significacion para los resultados de la ultima evaluacién se determinaron
mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y la separacidon de medias se realizé con el
test “Least Significative difference” (LSD) de Fisher (P <0.05). El analisis se realizé utilizando el
paguete agricolae del software R (version 3.4.3).
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IV. Resultados y Discusion



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En primer lugar, se observé bajo lupa si para cada pareja sexualmente complementaria
de Pm. minimum habia presencia en los fragmentos de madera de peritecios del teleomorfo
(forma sexual de este hongo): aislados 36/38 (Tabla 4) y aislados 91/95 (Tabla 5). En el caso de
Pa. chlamydospora, se observd la presencia de picnidios del sinanomorfo para los aislados 211
(Tabla 6) y 106 (Tabla 7). Para mostrar estos resultados, se realizd una tabla para cada aislado o
pareja sexualmente complementaria, en la que se muestra para las distintas temperaturas de
incubacién (5, 10, 15, 20, 25 y 302C) si habia presencia (+) o no (-) de peritecios para Pm.
minimum o de picnidios de Pa. chlamydospora en los cuatro momentos de evaluacién.

En la pareja sexualmente complementaria de Pm. minimum 36/38 (Tabla 4), para la
temperatura de 102C no hubo presencia de peritecios en ninguna de las cuatro evaluaciones. En
las temperaturas de 15 y 202C no se observaron peritecios en la primera evaluacion, pero si a
partir de la segunda evaluacion. A la temperatura de 252C de incubaciéon no hubo presencia de
peritecios en las dos primeras evaluaciones, siendo a partir de la tercera evaluacidn cuando se
detectd la presencia de peritecios. A las temperaturas de 5y 302C no se observaron peritecios
hasta la Ultima evaluacién, siendo éstos muy escasos.

Tabla 4. Presencia de peritecios de la pareja sexualmente complementaria de
Phaeoacremonium minimum 36/38 a distintas temperaturas de incubacion (5, 10, 15, 20, 25y
302C) en cuatro momentos de evaluacion (14, 21, 28 y 42 dias desde el inicio de la incubacidn).

12 22 32 42
Vel eI Evaluacion | Evaluacidn | Evaluacién | Evaluacion
5 _ j - +
10 - - - -
15 - + ¥ ¥
Pm 36/38
20 - ¥ ¥
25 - - ¥ ¥
30 - - - ¥

En la pareja sexualmente complementaria de Pm. minimum 91/95 (Tabla 5), para las
temperaturas de 5y 10 no hubo presencia de peritecios en ninguna de las cuatro evaluaciones.
En las temperaturas de 15 y 202C no se observaron peritecios en la primera evaluacién, pero si
a partir de la segunda evaluacién. A la temperatura de 252C de incubacién no hubo presencia
de peritecios en las dos primeras evaluaciones, siendo a partir de la tercera evaluacién cuando
se detectd la presencia de peritecios. A la temperatura de 302C no se observaron estructuras
hasta la Ultima evaluacién, siendo éstas muy escasas.
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Tabla 5. Presencia de peritecios de la pareja sexualmente complementaria de
Phaeoacremonium minimum 91/95 a distintas temperaturas de incubacioén (5, 10, 15, 20, 25y
302C) en cuatro momentos de evaluacion (14, 21, 28 y 42 dias desde el inicio de la incubacidn).

12 22 32 42

Temperatura . . . -
Evaluaciéon | Evaluacion | Evaluacion | Evaluacidn

5 - - - -
10 - - - -
15 -
20 -
25 - -
30 - - -

Pm 91/95

+ |+ |+

+ |+ |+ |+

Para el aislado 211 de Pa. chlamydospora (Tabla 6), para las temperaturas de 5, 10 y
302C no hubo presencia de picnidios en ninguna de las cuatro evaluaciones. En las temperaturas
de 15 y 202C no hubo presencia de picnidios en la primera evaluacién, pero si a partir de la
segunda evaluacién. A la temperatura de 252C no se observaron picnidios en las dos primeras
evaluaciones, siendo a partir de la tercera evaluacidn cuando ya hubo presencia de picnidios.

Tabla 6. Presencia de picnidios del aislado 211 de Phaeomoniella chlamydospora a distintas
temperaturas de incubacion (5, 10, 15, 20, 25 y 302C) en cuatro momentos de evaluacién (14,
21, 28 y 42 dias desde el inicio de la incubacién).

12 22 32 42
[EReE e Evaluacion | Evaluacidn | Evaluacién | Evaluacion
c - _ i -
10 - - - -
15 - * ¥ !
Pch 211

20 - ¥ ¥
25 - - ¥ ¥
30 - - - -

Para el aislado 106 de Pa. chlamydospora (Tabla 7) para la temperatura de 302C no hubo
presencia de picnidios en ninguna de las cuatro evaluaciones. En las temperaturas de 15 y 202C
no hubo presencia de picnidios en la primera evaluacién, pero si a partir de la segunda
evaluacion. A la temperatura de 252C no se observaron picnidios en las dos primeras
evaluaciones, siendo a partir de la tercera evaluacién cuando ya hubo presencia de picnidios. A
5y 102C no se observaron picnidios hasta la Ultima evaluacién, siendo éstos muy escasos.
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Tabla 7. Presencia de picnidios del aislado 106 de Phaeomoniella chlamydospora a distintas
temperaturas de incubacion (5, 10, 15, 20, 25 y 302C) en cuatro momentos de evaluacién (14,
21, 28 y 42 dias desde el inicio de la incubacién).

12 22 32 42
VEEEERE Evaluacion | Evaluacidn | Evaluacién | Evaluacion
5 _ _ - +
10 - - - *
15 - ¥ ¥
Pch 106

20 - ¥ *
25 - - ¥ !
30 - - - -

En la ultima evaluacién, para cada aislado de Pa. chlamydospora o pareja de Pm.
minimum, se evalud la abundancia de picnidios y peritecios, respectivamente en 5 placas por
cada temperatura de incubacion (5, 10, 15, 20, 25 y 30°C) y repeticién. Para ello, a cada
fragmento de madera se asignd un valor (en la escala de 0 a 3 descrita anteriormente), segun el
porcentaje de superficie ocupado por picnidios o peritecios. Ademas, con los valores obtenidos
se calculé el promedio para cada repeticion y el promedio de las dos repeticiones. A
continuacidén, se exponen los resultados ordenados por temperaturas.

A 59C, en la pareja sexualmente complementaria de Pm. minimum 36/38 (Tabla 8), en
la repeticion 1 solo hubo un fragmento de madera con un valor de abundancia de peritecios de
1, siendo el resto 0. En la repeticién 2 todos los fragmentos tuvieron un valor de 0. El promedio
de la repeticidn 1 fue 0,1 y de la repeticion 2 fue de 0. El promedio total fue 0,05.

En la pareja sexualmente complementaria de Pm. minimum 91/95 (Tabla 9), para la
temperatura de 52C en la repeticidon 1y en la repeticion 2 todos los fragmentos tuvieron un valor
de 0. El promedio de la repeticidn 1y de la repeticidn 2 fue de 0. El promedio total fue 0.

En el aislado 106 de Pa. chlamydospora (Tabla 10), para la temperatura de 52C en la
repeticidn 1 todos los fragmentos no presentaron picnidios y, por tanto, tuvieron un valor 0 de
abundancia. En la repeticion 2 solo hubo un fragmento de madera con un valor de 1, siendo el
resto 0. El promedio de la repeticién 1 fue de 0y de la repeticion 2 fue 0,1. El promedio total fue
0,05.

En el aislado 211 de Pa. chlamydospora (Tabla 11), para la temperatura de 52C en la
repeticion 1y 2 todos los fragmentos no presentaron picnidios y, por tanto, tuvieron un valor 0
de abundancia. El promedio de la repeticidon 1y de la repeticién 2 fue 0. El promedio total fue 0.

A 109C, en la pareja sexualmente complementaria de Pm. minimum 36/38 (Tabla 12),
en la repeticién 1 no hubo presencia de peritecios en los fragmentos de madera, siendo el valor
asignado 0. En la repeticion 2 el valor de todos los fragmentos también fue 0. Por tanto, todos
los promedios fueron cero.

En la pareja sexualmente complementaria de Pm. minimum 91/95 (Tabla 13), para la
temperatura de 102C en la repeticidon 1 y en la repeticion 2 todos los fragmentos tuvieron un
valor de 0. El promedio de la repeticién 1y de la repeticion 2 fue de 0. El promedio total fue 0.
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En el aislado 106 de Pa. chlamydospora (Tabla 14), para la temperatura de 102C en la
repeticion 1 todos los fragmentos tuvieron valor 0. En la repeticidon 2 solo se encontrd un
fragmento de madera con un valor de 1, siendo el resto 0. El promedio de la repeticién 1 fue 0
y de la repeticion 2 fue 0,1. El promedio total fue 0,05.

En el aislado 211 de Pa. chlamydospora (Tabla 15), para la temperatura de 102C en la
repeticion 1y 2 todos los fragmentos no presentaron picnidios y, por tanto, tuvieron un valor 0
de abundancia. El promedio de la repeticién 1y de la repeticidén 2 fue 0. El promedio total fue 0.

A 159C, en la pareja sexualmente complementaria de Pm. minimum 36/38 (Tabla 16),
para la repeticion 1 el valor de todos los fragmentos de madera fue 1. En la repeticion 2 el valor
de todos los fragmentos de madera fue 1. El promedio de las dos repeticiones fue 1 y también
el promedio total.

En la pareja sexualmente complementaria de Pm. minimum 91/95 (Tabla 17), para la
temperatura de 152C en la repeticidon 1 hubo 2 fragmentos de madera cuyo valor de abundancia
de peritecios fue 2, siendo el valor del resto 1. En la repeticion 2 hubo un fragmento con valor
2, siendo el resto 1. El promedio de la repeticion 1 fue 1,2 y de la repeticion 2 fue 1,1. El promedio
total fue 1,15.

En el aislado 211 de Pa. chlamydospora (Tabla 18), para la temperatura de 152C en la
repeticion 1 todos los fragmentos mostraron un valor 1. En la repeticién 2 solo hubo un
fragmento de madera con un valor de 0, siendo el resto 1. El promedio de la repeticion 1 fue 1
y de la repeticién 2 fue 0,88. El promedio total fue 0,94.

En el aislado 106 de Pa. chlamydospora (Tabla 19), para la temperatura de 152C en la
repeticion 1 solo hubo un fragmento de madera con un valor de 0 de abundancia de picnidios,
siendo el resto 1. En la repeticién 2 todos los fragmentos tuvieron valor 1. El promedio de la
repeticidn 1 fue de 0,9 y de la repeticién 2 fue 1. El promedio total fue 0,95.

A 209C, en la pareja sexualmente complementaria de Pm. minimum 36/38 (Tabla 20)
para la temperatura de 202C en la repeticidn 1 el valor de todos los fragmentos de madera fue
2, menos un fragmento que presentd un valor 1. En la repeticién 2 hubo un fragmento con valor
3, siendo el resto 2. El promedio de la repeticion 1 fue de 1,9 y de la repeticion 2 fue 2,1. El
promedio total fue 2.

En la pareja sexualmente complementaria de Pm. minimum 91/95 (Tabla 21), para la
temperatura de 209C en la repeticion 1 el valor de abundancia de peritecios de todos los
fragmentos de madera fue 3, menos 3 fragmentos en los que fue 2. En la repeticion 2 todos los
fragmentos tuvieron valor 3, excepto un fragmento que tenia una abundancia de valor 2. El
promedio de la repeticién 1 fue 2,7 y de la repeticién 2 fue 2,9. El promedio total fue 2,8.

En el aislado 211 de Pa. chlamydospora (Tabla 22), para la temperatura de 202C en la
repeticion 1 hubo un fragmento de madera con un valor de abundancia de picnidios de 0, 2
fragmentos, asignandosele un valor de 2 y al resto 1. En la repeticién 2 todos los fragmentos
tuvieron valor 1. El promedio de la repeticion 1 fue 1,1 y de la repeticidn 2 fue 1. El promedio
total fue 1,05.

En el aislado 106 de Pa. chlamydospora (Tabla 23), para la temperatura de 202C en la
repeticidon 1 hubo un fragmento de madera con un valor de 1y el resto de 2. En la repeticidn 2
hubo 4 fragmentos de madera con valor de 1y el resto 2. El promedio de la repeticién 1 fue 1,9
y de la repeticion 2 fue 1,6. El promedio total fue 1,75.
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A la temperatura de 259C, en la pareja sexualmente complementaria de Pm. minimum
36/38 (Tabla 24), para la repeticion 1 el valor de abundancia de peritecios en todos los
fragmentos de madera fue 2, excepto en 2 fragmentos a los que se asignd un valor de 1. En la
repeticidon 2 el valor de todos los fragmentos de madera fue 2, excepto 2 fragmentos que
tuvieron valor 1. El promedio de las dos repeticiones fue 1,8. El promedio total fue 1,8.

En la pareja sexualmente complementaria de Pm. minimum 91/95 (Tabla 25), para la
temperatura de 252C en la repeticion 1 el valor de la mitad de los fragmentos de madera fue de
2 y la otra mitad 3. En la repeticidon 2 el valor de abundancia de peritecios en todos los
fragmentos de madera fue 3. El promedio de la repeticion 1 fue 2,5 y de la repeticién 2 fue 3. El
promedio total fue 2,75.

En el aislado 211 de Pa. chlamydospora (Tabla 26), para la temperatura de 252C en la
repeticion 1 hubo 4 fragmentos de madera con un valor de abundancia de picnidios de 2, y el
resto 1. En la repeticién 2 todos los fragmentos tuvieron valor 1, excepto un fragmento de
madera al que se asigné un valor de 2. El promedio de la repeticién 1 fue 1,4 y de la repeticidon
2 fue 1,13. El promedio total fue 1,27.

En el aislado 106 de Pa. chlamydospora (Tabla 27), para la temperatura de 252C en la
repeticion 1 hubo dos fragmentos de madera con un valor de 2, dos fragmentos con valor 2 y el
resto de los fragmentos tuvieron valor 1. En la repeticidn 2 hubo tres fragmentos de madera con
un valor de 1, dos fragmentos con valor 3 y el resto 5. El promedio de la repeticion 1 fue 1,6 y
de la repeticién 2 fue 1,9. El promedio total fue 1,75.

A 302C, en la pareja sexualmente complementaria de Pm. minimum 36/38 (Tabla 28)
para la temperatura de 302C en la repeticién 1 solo hubo un fragmento de madera con un valor
de 1, teniendo el resto 0. En la repeticidn 2 todos los fragmentos tuvieron valor 0. El promedio
de la repeticién 1 fue 0,1 y de la repeticién 2 fue 0. El promedio total fue 0,05.

En la pareja sexualmente complementaria de Pm. minimum 91/95 (Tabla 29), para la
temperatura de 302C en la repeticidn 1 todos los fragmentos tuvieron valor 0. En la repeticidn
2 solo dos fragmentos de madera tenian un valor de 1, teniendo el resto 0. El promedio de la
repeticion 1 fue 0y de la repeticién 2 fue 0,25. El promedio total fue 0,13.

En el aislado 106 de Pa. chlamydospora (Tabla 30) para la temperatura de 302C en la
repeticion 1 todos los fragmentos mostraron valor 0, sin presencia de picnidios. En la repeticion
2 todos los fragmentos también tuvieron valor 0. El promedio de las repeticiones y el promedio
total fueron 0.

En el aislado 211 de Pa. chlamydospora (Tabla 31), para la temperatura de 302C en la
repeticion 1y 2 todos los fragmentos no presentaron picnidios y, por tanto, tuvieron un valor 0
de abundancia. El promedio de la repeticidn 1y de la repeticién 2 fue 0. El promedio total fue 0.
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Tabla 8. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de la pareja
sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 36/38 (escalado de 0 a 3) y su
promedio a 52C, tras 42 dias de incubacion.

Repeticién 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 1 0 1 0 0
2 0 0 2 0 0
3 0 0 3 0 0
4 0 0 4 0 0
5 0 0 5 0 0
Promedio 0,1 Promedio 0
Promedio 0,05

Tabla 9. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de la pareja
sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 91/95 (escalado de 0 a 3) y su
promedio a 52C, tras 42 dias de incubacion.

Repeticidn 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 0 0 1 0 0
2 0 0 2 0 0
3 0 0 3 0 0
4 0 0 4 0 0
5 0 0 5 0 0
Promedio 0 Promedio 0
‘ Promedio 0

Tabla 10. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del aislado
106 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 52C, tras 42 dias de

incubacion.
Repeticién 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 0 0 1 0 0
2 0 0 2 0 0
3 0 0 3 0 0
4 0 0 4 0 0
5 0 0 5 1 0
Promedio 0 Promedio 0,1
Promedio 0,05

20



Tabla 11. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del aislado
211 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 52C, tras 42 dias de

incubacioén.
Repeticién 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 0 0 1 0 0
2 0 0 2 0 0
3 0 0 3 0 0
4 0 0 4 0 0
5 0 0 5 0 0
Promedio 0 Promedio 0
Promedio 0

Tabla 12. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de la pareja
sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 36/38 (escalado de 0 a 3) y su
promedio a 102C, tras 42 dias de incubacion.

Repeticidn 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 0 0 1 0 0
2 0 0 2 0 0
3 0 0 3 0 0
4 0 0 4 0 0
5 0 0 5 0 0
Promedio 0 Promedio 0
Promedio 0

Tabla 13. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de la pareja
sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 91/95 (escalado de 0 a 3) y su
promedio a 102C, tras 42 dias de incubacion.

Repeticién 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 0 0 1 0 0
2 0 0 2 0 0
3 0 0 3 0 0
4 0 0 4 0 0
5 0 0 5 0 0
Promedio 0 Promedio 0
Promedio 0
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Tabla 14. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del aislado
106 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 109C, tras 42 dias de

incubacioén.
Repeticién 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 0 0 1 0 0
2 0 0 2 0 0
3 0 0 3 0 0
4 0 0 4 0 0
5 0 0 5 0 1
Promedio 0 Promedio 0,1
‘ Promedio 0,05

Tabla 15. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del aislado
211 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 102C, tras 42 dias de

incubacion.
Repeticidn 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 0 0 1 0 0
2 0 0 2 0 0
3 0 0 3 0 0
4 0 0 4 0 0
5 0 0 5 0 0
Promedio 0 Promedio 0
Promedio 0

Tabla 16. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de la pareja
sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 36/38 (escalado de 0 a 3) y su
promedio a 152C, tras 42 dias de incubacion.

Repeticién 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 1 1 1 1 1
2 1 1 2 1 1
3 1 1 3 1 1
4 1 1 4 1 1
5 1 1 5 1 1
Promedio 1 Promedio 1
Promedio 1
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Tabla 17. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de la pareja
sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 91/95 (escalado de 0 a 3) y su
promedio a 152C, tras 42 dias de incubacion.

Repeticién 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 1 1 1 1 1
2 1 1 2 1 1
3 1 2 3 1 2
4 1 1 4 1 1
5 2 1 5 1 1
Promedio 1,2 Promedio 1,1
Promedio 1,15

Tabla 18. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del aislado
211 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 159C, tras 42 dias de

incubacion.
Repeticidn 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 1 1 1 1 1
2 1 1 2 0 1
3 1 1 3 1 1
4 4 1 1
5 5
Promedio 1 Promedio 0,88
‘ Promedio 0,94

Tabla 19. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del aislado
106 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 152C, tras 42 dias de

incubacion.
Repeticién 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 0 1 1 1 1
2 1 1 2 1 1
3 1 1 3 1 1
4 1 1 4 1 1
5 1 1 5 1 1
Promedio 0,9 Promedio 1
Promedio 0,95
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Tabla 20. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de la pareja
sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 36/38 (escalado de 0 a 3) y su
promedio a 202C, tras 42 dias de incubacion.

Repeticién 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 2 2 1 2 2
2 2 1 2 2 2
3 2 2 3 2 3
4 2 2 4 2 2
5 2 2 5 2 2
Promedio 1,9 Promedio 2,1
Promedio 2

Tabla 21. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de la pareja
sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 91/95 (escalado de 0 a 3) y su
promedio a 202C, tras 42 dias de incubacion.

Repeticidn 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 3 3 1 3 3
2 2 2 2 3 3
3 3 3 3 3 2
4 3 2 4 3 3
5 3 3 5 3 3
Promedio 2,7 Promedio 2,9
Promedio 2,8

Tabla 22. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del aislado
211 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 209C, tras 42 dias de

incubacion.
Repeticién 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 1 2 1 1 1
2 1 1 2 1 1
3 0 1 3 1 1
4 1 1 4 1 1
5 1 2 5 1 1
Promedio 1,1 Promedio 1
Promedio 1,05
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Tabla 23. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del aislado
106 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 209C, tras 42 dias de

incubacioén.

Repeticién 1 Repeticién 2

Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 2 2 1 2 2
2 2 2 2 1 2
3 2 2 3 2 1
4 2 2 4 1 1
5 2 1 5 2 2

Promedio 1,9 Promedio 1,6
Promedio 1,75

Tabla 24. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de la pareja
sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 36/38 (escalado de 0 a 3) y su
promedio a 252C, tras 42 dias de incubacion.

Repeticidn 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 2 2 1 2 2
2 1 2 2 2 2
3 1 2 3 2 2
4 2 2 4 1 2
5 2 2 5 2 1
Promedio 1,8 Promedio 1,8
Promedio 1,8

Tabla 25. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de la pareja
sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 91/95 (escalado de 0 a 3) y su
promedio a 252C, tras 42 dias de incubacion.

Repeticién 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 3 3 1 3 3
2 3 2 2 3 3
3 2 2 3 3 3
4 3 2 4 3 3
5 3 2 5 3 3
Promedio 2,5 Promedio 3
Promedio 2,75
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Tabla 26. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del aislado
211 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 2529C, tras 42 dias de

incubacién.
Repeticién 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 1 2 1 1 2
2 1 2 2 1 1
3 2 2 3 1 1
4 1 1 4 1 1
5 1 1 5
Promedio 1,4 Promedio 1,13
Promedio 1,27

Tabla 27. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del aislado
106 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 259C, tras 42 dias de

incubacion.

Repeticidn 1 Repeticién 2

Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 1 1 1 2 3
2 1 1 2 3 2
3 3 3 3 2 2
4 1 2 4 1 1
5 1 2 5 2 1

Promedio 1,6 Promedio 1,9
Promedio 1,75

Tabla 28. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de la pareja
sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 36/38 (escalado de 0 a 3) y su

promedio a 302C, tras 42 dias de incubacion.

Repeticién 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 0 0 1 0 0
2 1 0 2 0 0
3 0 0 3 0 0
4 0 0 4 0 0
5 0 0 5 0 0
Promedio 0,1 Promedio 0
Promedio 0,05
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Tabla 29. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de la pareja
sexualmente complementaria de Phaeoacremonium minimum 91/95 (escalado de 0 a 3) y su
promedio a 302C, tras 42 dias de incubacion.

Repeticién 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 0 0 1 0 0
2 0 0 2 1 1
3 0 0 3 0 0
4 0 0 4 0 0
5 0 0 5
Promedio 0 Promedio 0,25
‘ Promedio 0,13

Tabla 30. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del aislado
106 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 309C, tras 42 dias de

incubacion.
Repeticidn 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 0 0 1 0 0
2 0 0 2 0 0
3 0 0 3 0 0
4 0 0 4 0 0
5 0 0 5 0 0
Promedio 0 Promedio 0
‘ Promedio 0

Tabla 31. Porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios del aislado
211 de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) y su promedio a 309C, tras 42 dias de

incubacién.
Repeticién 1 Repeticién 2
Fragmento Fragmento
Placa 1 2 Placa 1 2
1 0 0 1 0 0
2 0 0 2 0 0
3 0 0 3 0 0
4 0 0 4 0 0
5 0 0 5
Promedio 0 Promedio 0
Promedio 0
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En la Figura 8 se muestra el promedio de los valores asignados al porcentaje de
superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de las parejas sexualmente
complementarias de Pm. minimum 36/38 y 91/95 (escalado de 0 a 3) para las temperaturas de
5, 10, 15, 20, 25y 30°C.

En la Figura 8 se puede ver como para las parejas sexualmente complementarias de Pm.
minimum 36/38 y 91/95 a las temperaturas de 5,10 y 30°C los valores de produccion de
peritecios son practicamente nulos. Los valores maximos se obtuvieron a 209C, siendo el
promedio de 2,0 para la pareja sexualmente complementaria de Pm. minimum 36/38 y 2,8 para
la pareja 91/95.

Phaeoacremonium minimum

2,5

1,5

0,5

0 T
Pm 36/38 Pm 91/95

Temperatura (2C)

5710 m15 W20 m25 m30

Figura 8. Promedio de los valores asignados al porcentaje de superficie del
fragmento de madera ocupado por peritecios de la pareja sexualmente
complementaria de Phaeoacremonium minimum 36/38 y 91/95 (escalado de 0
a 3) para las temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25 y 309C. Las barras representan el
error estandar de los promedios.

En la Figura 9 se muestra el promedio de los valores asignados al porcentaje de
superficie del fragmento de madera ocupado por picnidios de los aislados 106 y 211 de Pa.
chlamydospora (escalado de 0 a 3) para las temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25 y 302°C.

En la Figura 9 se observa cémo para los aislados 106 y 211 de Pa. chlamydospora a las
temperaturas de 5, 10 y 302C los valores de produccidn de picnidios son practicamente nulos. El
valor maximo para el aislado 106 se obtuvo a 259C, siendo el promedio 1,27, y para el aislado
211 a 20y 25°C se obtuvo el mismo valor de 1,75.
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Phaeomoniella chlamysdopora
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Figura 9. Promedio de los valores asignados al porcentaje de superficie del
fragmento de madera ocupado por picnidios del aislado 106 y 211 de
Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) para las temperaturas de 5,
10, 15, 20, 25 y 302C. Las barras representan el error estdndar de los promedios.

Al realizar el andlisis estadistico de los resultados para Pm. minimum, no se observaron
diferencias significativas entre las dos parejas sexualmente complementarias estudiadas (Figura
10). Por tanto, se agruparon todos los datos y al realizar el analisis se observé un efecto
significativo de la temperatura en la produccién de peritecios.

Phaeoacremonium minimum

3 A A
2,5
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1,5 B

1

C C C

0,5
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5 10 15 20 25 30

Temperatura (2C)

Figura 10. Promedios de los valores asignados al porcentaje de superficie del fragmento de
madera ocupado por peritecios de Phaeoacremonium minimum (escalado de 0 a 3) para las
temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25 y 30°C. Las letras iguales representan que los valores no
son estadisticamente diferentes segun el test LSD (P<0.05). Las barras representan el error
estandar de los promedios.

29



En la Figura 10 se puede ver que para Pm. minimum a las temperaturas de formacién de
20 y 259C se observé una formacidn significativamente superior de peritecios (2,4 y 2,28,
respectivamente) comparado con las otras temperaturas estudiadas. no existiendo diferencias
significativas entre ellas. A 152C se obtuvo un promedio de 1,08 representando un valor
intermedioy a 5, 10 y 152C el promedio es practicamente nulo.

Al realizar el andlisis estadistico de los resultados para Pa. chlamydospora, no se
observaron diferencias significativas entre los dos aislados estudiados (Figura 11). Por tanto, se
agruparon todos los datos y al realizar el analisis se observd un efecto significativo de la
temperatura en la produccion de picnidios.

Phaeomoniella chlamydospora

3
2,5

2
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1,5
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Figura 11. Promedios de los valores asignados al porcentaje de superficie del fragmento de
madera ocupado por picnidios de Phaeomoniella chlamydospora (escalado de 0 a 3) para las
temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25 y 30°C. Las letras iguales representan que los valores no
son estadisticamente diferentes segun el test LSD (P<0.05). Las barras representan el error
estandar de los promedios.

En la Figura 11 se puede ver que para Pa. chlamydospora a las temperaturas de 20 y
259C se observd una formacion significativamente superior de picnidios (1,4 y 1,53,
respectivamente) comparado con otras temperaturas estudiadas. A 152C se obtuvo un
promedio de 0,94 representando un valor intermedio y a 5, 10 y 159C el promedio es
practicamente nulo.

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos en este estudio, podemos ver, a
partir de los resultados mostrados en las Tablas 4 y 5, que se formaron peritecios de Pm.
minimum a las temperaturas de 15, 20 y 252C. Los resultados obtenidos para 20 y 25¢C
concuerdan con los obtenidos por Mostert et al. (2006), que, para este hongo, obtuvieron
peritecios in vitro sobre fragmentos de madera en agar agua a 222C bajo condiciones de luz
continua.

Respecto a Pa. chlamydospora, segun lo observado en las Tablas 6 y 7, se formaron
picnidios de este hongo a las temperaturas de 15, 20 y 252C. Crous y Gams (2000), observaron
el sinanamorfo tipo Phoma de este hongo en fragmentos de madera infectados en agar con
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hojas de clavel (CLA) a 102C bajo luz ultravioleta cercano. Estas condiciones de incubacién no
coinciden con las utilizadas en nuestro estudio, lo que podria explicar los diferentes resultados
obtenidos.

Otro objetivo de este trabajo fue ver la rapidez en la formacién de las estructuras
reproductivas (peritecios para Pm. minimum y picnidios para Pa. chlamydospora), para aquellas
temperaturas en las que estos cuerpos fructiferos se produjeron.

En las Tablas 4 y 5, se puede ver que a 15 y 202C ya hubo peritecios formados de Pm.
minimum en la segunda evaluacion (21 dias de incubacién en luz continua), y en la tercera
evaluacion (28 dias de incubacion en luz continua) también a 252C. Mientras que a 102C no se
observd ninguna estructura en las evaluaciones, a 5 y 302C se observaron estructuras muy
escasas en la dltima evaluacion (42 dias de incubacién en luz continua). El promedio de
porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por peritecios de las parejas
sexualmente complementarias de Pm. minimum (en la escala de 0 a 3) fue mayor a 202C (2,4),
seguido por 25°C (2,28) y a 152C (1,08). Que los peritecios se observaran a 202C en la segunda
fecha de evaluacién, y a 252C en la tercera fecha de evaluacion coincide con lo descrito por
Mostert et al. (2006) que observaron que se formaron peritecios in vitro después de 2-3 semanas
de incubacién en fragmentos de madera en agar agua a 222C bajo condiciones de luz continua
y con lo descrito por Narmani et al. (2014), que con aislados de Pm. minimum procedentes de
vides en Irdn observaron que los peritecios se formaron después de 3-4 semanas tras el
apareamiento e incubacion.

En cuanto a Pa. chlamydospora en las Tablas 6 y 7, se observa que a 15 y 209C ya hubo
picnidios formados (Figura 12) de este hongo en la segunda evaluacién (21 dias de incubacion
en luz continua), y en la tercera evaluacién (28 dias de incubacion en luz continua) también a
252C. Mientras que a 302C no se observaron estructuras formadas en ninguna evaluacién, a5y
109C se observé estructuras muy escasas en la ultima evaluacion (42 dias de incubacién en luz
continua). El promedio de porcentaje de superficie del fragmento de madera ocupado por
picnidios de Pa. chlamydospora (en la escala de 0 a 3) fue mayor a 252C (1,51), seguido del valor
obtenido a 20°C (1,4) y a 152C (0,94).

El hecho de que los peritecios de Pm. minimum se formen en mayor cantidad a
temperaturas de 20 y 252C concordaria con lo descrito por Rooney-Latham et al. (2005), que
detectaron peritecios en el verano del 2004 en vifiedos localizados en cinco condados diferentes
en California tanto en cultivares de uva para vinificacién como de uva de mesa.

Se observaron al microscopio los picnidios de Pa. chlamydospora, asi como los
exudados, y se comprobd que en el interior de los picnidios habia conidios y que los exudados
eran masas de conidios. Los pocos picnidios formados a 5 y 102C ni presentaban exudados, ni
contenian conidios en su interior.

Se hicieron preparaciones al microcopio de los peritecios (Figura 12) obtenidos para
observarlos al microscopio y comprobar que estas estructuras estaban completamente maduras
y en nuestras condiciones de incubacion se habian producido ascas y ascoporas en su interior.
Se comprobd que los peritecios obtenidos de las parejas sexualmente complementarias de Pm.
minimum 91/95 y 36/38 a 15, 20 y 25°C contenian ascas completamente maduras con
ascosporas en su interior (Figura 12). Las escasas estructuras observadas a 592, 102 y 302C
presentaban peritecios con cuellos mas cortos de los observados a las otras temperaturas de
incubacién. Estas estructuras también fueron observadas al microscopio, pero a diferencia de
los peritecios desarrollados a 15, 20 y 252C, no contenian ascas en su interior.
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Figura 12. a) b) Picnidios de Phaeomoniella chlamydospora exudando una masa
de conidios. c) d) f) Peritecios de Phaeoacremonium minimum formados en la
superficie de los fragmentos de madera, algunos de ellos exudando ascoporas. e)
Ascas de Phaeoacremonium minimum con ascosporas en su interior. Barra de
escala =20 um.
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Los resultados obtenidos en este trabajo aportan nueva informaciéon sobre las
condiciones de temperatura y el tiempo necesario para el desarrollo de las estructuras
reproductivas de los hongos Pa. chlamydospora y Pm. minimum. Estas estructuras son
importantes ya que las esporas (conidos o ascosporas, respectivamente), constituyen una
importante fuente de inéculo aéreo que estd directamente asociado a la infeccién de las plantas
a través de las heridas de poda a finales de otofio o invierno (Agusti-Brisach et al., 2015;
Armengol, 2017; Gramaje et al., 2018). Ademas, la informacidn obtenida puede ser incorporada
a modelos epidemiolégicos de prediccion del riesgo de infeccidn para estos hongos en vifiedo
gue actualmente se estan desarrollando.
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V.Conclusiones



V. CONCLUSIONES

A las temperaturas de 15, 20 y 259C, tanto para Phaeoacremonium minimum vy
Phaeomoniella chlamydospora se obtuvo una produccién significativamente mayor de
estructuras reproductivas fértiles (peritecios y picnidios, respectivamente). Para ambos
hongos los cuerpos fructiferos se desarrollaron después de 21 dias de incubacién a luz
continua para 15y 202C, y después de 28 dias a 252C.

A las temperaturas de 5, 10 y 309C. la presencia de picnidios y peritecios fue muy escasa
y no se observd que produjeran conidios o ascosporas, respectivamente.
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