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SUMMARY

Background: Phaeoacremonium parasiticum is a frequently species associated with "Petri's disease™ in young plants
of grapevine in Peru. One of the main limitations is the use of fungicides and the limited molecules for its control. In
this scenario, biological control is an important alternative to integrate in the management of grapevine diseases.
Objective: The objective of the research was to evaluate the in vivo efficacy of native antagonists to P. parasiticum
and their growth promoting effect on grapevine. Methodology: Plant material from mother plants (R-110) underwent
thermotherapy (52.5°C for 30 min). Subsequently, the antagonists (bacteria and fungi) were inoculated by partial
immersion at a concentration of 1x10® cfu ml* (Colony forming units) for 3 h; 30 days later, P. parasiticum was
inoculated, measuring shoot length before inoculation (SLBI). Seventy days after inoculation (DAL), shoot length (SL),
length of necrotic stria (LNS), root dry weight (RDW) and root fresh weight (RFW) were measured. Results: Isolate
Tr-5 (Trichoderma spp.) increased SLBI by 68%. Bacillus spp. (Bac-1, Bac-2), Trichoderma spp. (Tr-5) and T.
harzianum (T-22) increase >40% SL 70 DDI. Tr-6 (Trichoderma spp.), T-22 and Act-2 (Actinomycete) reduce >50%
LNS. Bacillus spp. (Bac-2: Bac-3) significantly increase RFW (59.29%: 49.39%) and RDW (60.41%: 55.08%).
Implications: Biological control with native antagonists reduces the development of Petri disease and promotes
grapevine growth. Conclusions: The native antagonists show growth-promoting effect and control of LEN caused by
P. parasiticum at the nursery stage.

Key words: Antagonist; biocontrol; Petri's disease; vegetative growth promoter; table grape.

RESUMEN
Antecedentes: Phaeoacremonium parasiticum es una especie frecuentemente asociada a la “enfermedad de Petri” en
plantas jovenes de vid en el Per(. Una de las principales limitantes es el uso de fungicidas y las limitadas moléculas
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para su control. En este panorama, el control biologico es una alternativa importante a integrar en el manejo de
enfermedades de la vid. Objetivo: El objetivo de la investigacion fue evaluar la eficacia in vivo de antagonistas nativos
a P. parasiticum y su efecto promotor de crecimiento en vid. Metodologia: El material vegetal procedente de plantas
madre (R-110) paso por termoterapia (52.5°C durante 30 minutos). Posteriormente, se inoculd por inmersion parcial
los antagonistas (bacterias y hongos) a concentracion 1x108 ufc mI* (Unidades formadoras de colonias) durante 3 h;
30 dias después, se inoculd P. parasiticum, midiendo longitud del brote antes de la inoculacién (LBALI). 70 dias después
de la inoculacion (DDI) se midi6: longitud del brote (LB), longitud de la estria necrética (LEN), peso seco de raices
(PSR) y peso fresco de raices (PFR). Resultados: El aislado Tr-5 (Trichoderma spp.) incrementa 68% la LBAI.
Bacillus spp. (Bac-1, Bac-2), Trichoderma spp. (Tr-5) y T. harzianum (T-22) aumentan >40% LB 70 DDI. Tr-6
(Trichoderma spp.), T-22 y Act-2 (Actinomiceto) reducen >50% LEN. Bacillus spp. (Bac-2: Bac-3) incrementan
significativamente el PFR (59.29%: 49.39%) y PSR (60.41%: 55.08%). Implicaciones: El control biolégico con
antagonistas nativos reduce el desarrollo de la enfermedad de Petri y promueve el crecimiento de la vid. Conclusiones:
Los antagonistas nativos muestran efecto promotor de crecimiento y control de LEN ocasionada por P. parasiticum en
fase de vivero.

Palabras clave: Antagonista; biocontrol; enfermedad de Petri; promotor de crecimiento vegetativo; uva de mesa.

INTRODUCCION

La vid Vitis vinifera L. pertenece al orden-vitales y
familia-vitaceae, es una de las especies comerciales
maés cultivadas e importantes en el mundo, debido a su
importancia socioeconémica y a su consumo (vinos,
pasas y consumo directo-fresco) (Gramaje et al.,
2018). El 2022, Pert se posicion6 como el primer
exportador de uva de mesa, siendo; Paises bajos,
Reino Unido y Estados Unidos los principales
mercados de destino (MINCETUR, 2022). Las
principales zonas productoras de uva de mesa son:
Piura e Ica, seguidas de La Libertad, Arequipa y
Lambayeque (MIDAGRI, 2020). Sin embargo, las
diferentes estrategias agricolas como: el control
quimico de plagas y enfermedades, fertilizacién,
podas, entre otras actividades, han ocasionado un
incremento en la incidencia de “las enfermedades
flngicas de la madera de la vid” EMV (Armengol y
Gramaje, 2019; Carro-Huerga et al., 2020).
Asimismo, existe un reducido numero de materias
activas en el manejo EMV; por tanto, el control
biolégico de las EMV se ha convertido en una
alternativa sostenible e inocua con el Agro-ecosistema
(Dries etal., 2021). Cabe mencionar que las diferentes
especies de Phaeoacremonium (P.) y Phaeomoniella
chlamidospora (Pa. Chlamydospora) estan asociados
con la “enfermedad de Petri” (plantas jovenes, <5
afios) y al “complejo Yesca” (plantas adultas, >5 afios)
causando el decaimiento y/o declive de las plantas en
vivero y/o campo (Gramaje et al., 2018; Moster et al.,
2005). Hasta la fecha, 63 especies de
Phaeoacremonium han sido citadas en el mundo, de
las cuales 37 especies han sido aisladas de vid
(Reveglia et al., 2022; Spies, et al., 2018). En Perd, se
aislé e identifico P. parasiticum en vides jovenes
(variedad Red Globe) entre 4-8 meses de edad con
sintomas de la enfermedad de Petri (Romero-Rivas, et
al., 2009). ElI manejo de los patogenos relacionados
con la enfermedad de Petri representa en la actualidad
un reto, dado a que es dificil determinar su ubicacion
dentro de los vasos xilematicos en la planta (Battiston
et al., 2021). Actualmente, se vienen empleando

diferentes especies de microorganismos como;
bacterias (actinomicetos, Bacillus spp., Pseudomonas
spp.) y hongos (Trichoderma spp.) para el control de
los patégenos relacionados con las EMV,
promoviendo de esta manera una viticultura
sostenible, la interaccién antagonista-plantas, la salud
del suelo, la activacién de genes de resistencia, la
supresion de patégenos, y la sintesis de hormonas
promotoras de crecimiento (Stempien et al., 2020;
Aguilar et al., 2021; Dries, et al., 2021). El objetivo
de esta investigacion fue evaluar la eficacia in vivo de
antagonistas nativos y comerciales frente a P.
parasiticum y su efecto  promotor de
crecimiento.000000oil

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se realizé en las instalaciones de la
empresa Vivero-Los vifiedos”-Chincha (13°27°32” S y
76°09°04” W) en coordinacién con el laboratorio de
fitopatologia (Departamento de Sanidad Vegetal) de la
Facultad de Agronomia en la Universidad Nacional de
Piura, Pert (5°10" 49.14"S y 80°37' 5.84"W) durante
el 2015-2016.

Tratamiento y estratificacion del material vegetal

Sarmientos de plantas madres de la variedad R-110
fueron cortados entre 1.5 a 2.0 m de longitud.
Posteriormente, fueron segmentados y agrupados en
paquetes (30-40 estacas/paquete) de 30 cm e
introducidos en el equipo de termoterapia a 52.5°C
durante 30 min. Los paquetes de estacas tratados con
termoterapia se enfriaron inmediatamente por
sumersion completa durante 1 min en pozas de
concreto conteniendo agua de pozo (sin cloro). Las
estacas se colocaron verticalmente durante 20 min por
inmersion parcial a 10 cm desde la base del bin
(depdsito de 80 L de capacidad) conteniendo agua sin
cloro (20 L), enraizante (0,3 g L) y tebuconazol (0,5
ml L.
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En la fase de estratificacion, las estacas se colocaron
inmersas a 10 cm de la base del bin, conteniendo 5 kg
de fibra de coco esterilizada, 4 L de carbon activado
(200 g L) y acido citrico (0.4 g L), este Gltimo con
el objetivo de regular pH a 5.4-5.8. Posteriormente, el
material vegetal se cubrié con una malla o tela porosa
recubriéndola con fibra de coco a ras del bin. Al
finalizar los bines preparados fueron traslados al
interior de una camara de forzadura (zona de
estratificacion) a 28°C con 90% de humedad relativa
HR durante 15 dias para inducir la formacién de callo
y raices.

Inoculacion con antagonistas

Las estacas enraizadas, procedentes de la camara de
forzadura fueron lavadas con agua de pozo a chorro
continuo con el fin de eliminar los restos de fibra de
coco, seguido se realizé la poda de raices. Para la
inoculacién con los antagonistas bacterianos y
fangicos, 16 estacas fueron agrupadas e inmersas a 10
cm desde la base en dep6sitos de 10 L contiendo los
respectivos antagonistas durante 3 h. Los antagonistas
bacterianos fueron obtenidos a partir de diluciones
seriadas extraidas de placas de petri con medio de
cultivo AN (agar nutritivo) colonizadas con su
respectivo antagonista durante 2 dias y los antagonistas
fangicos fueron obtenidos a partir de placas de petri
con medio PDA (papa dextrosa agar) colonizada con
el antagonista durante 10 dias. Se realizaron
suspensiones con cada antagonista a una concentracion
de 1 x 10° ufc mL™ con ayuda de la camara de
Neubauer (Delgado y Javier, 1991). En el interior del
invernadero, las estacas se trasplantaron en bolsas de
polietileno de color negro de 2 L de capacidad
conteniendo sustrato estéril en proporcion 2:1:1
(humus: pajilla de arroz: arena). El material vegetal
permanecio durante 100 dias en invernadero a 70-75%
HR entre 25-27°C. Cada 10 dias, se realizaron
aplicaciones con sus respectivos antagonistas de 200
ml planta a una concentracion de 1 x 10 ufc mL"*
siguiendo la metodologia de Delgado y Javier (1991).

Se seleccionaron 07 antagonistas nativos: 02-
Trichoderma spp.: Tr-6 (raiz) y Tr-5 (rizdsfera), 04-
Bacillus spp.: Bac-4 (raiz); y Bac-1, Bac-2 y Bac-3
(rizosfera) y 0Ol-actinomiceto: Act-2 (rizésfera),
aislados de plantas con las mejores caracteristicas
morfoldgicas y productivas del cultivo en vifiedos de
la Region Piura y con un Porcentaje de inhibicion de
crecimiento PIC >40% frente a Lasiodiplodia
theobromae, Phaeoacremonium parasiticum vy
Campylocarpon pseudofasciculare (Morales-Pizarro
et al., 2022). Asimismo, se seleccioné una cepa
comercial T. harzianum (T-22) como comparativo a
los antagonistas nativos.

Morales-Pizarro et al., 2022
Inoculacion con P. parasiticum

Transcurridos 30 dias después del trasplante (DDT),
las estacas tratadas con los diferentes antagonistas
fueron inoculadas con el patégeno P. parasiticum
procedente de la micoteca de vivero “Los Vinedos” el
cual habia registrado una alta virulencia en estudios
realizados por la empresa. La suspension del patdgeno
fue obtenida al agregar 10 mL de agua destilada estéril
por placa petri con PDA colonizadas con P.
parasititucm durante 20 dias. La suspensién obtenida
se ajustd a una concentracion de 1x10° ufc con la
camara de Neubauer, posteriormente, con ayuda de
una jeringa hipodérmica, se inoculo la axila del brote y
se coloco parafilm sobre la zona de inoculacion para
evitar su deshidratacion. Se evaluaron los siguientes
parametros: longitud del brote antes de la inoculacion
cm (LBAI), longitud de brote después de la
inoculaciéon cm (LBDI), longitud de la estria necrotica
cm (LEN), peso seco de raices g (PSR) y peso fresco
de raices g (PFR) (Romero-Rivas et al., 2009).

Analisis estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) con
10 tratamientos y 16 repeticiones por tratamiento e
incluyendo dos testigos: testigo inoculado con P.
parasiticum y testigo absoluto inoculado con agua
destilada estéril. Los datos fueron analizados mediante
un andlisis de varianza ANOVA vy la prueba de
comparacion mdltiple de medias de Tukey (p<0,05)
con el paquete estadistico Statgraphics version 19.

RESULTADOS
Prueba in vivo

A los 30 DDT, los antagonistas influyeron
significativamente en el incremento de la longitud del
brote respecto al testigo inoculado con P. Parasiticum
siendo mayor en el aislado Tr-5 (Trichoderma spp.)
con 68.33%, seguido de Bac 3 (Bacillus spp.) con
47.57%, Bac-4 con 44.36%, T-22 (T. harzianum) con
43.57% (Figura 1A).

A los 70 DDI, el tratamiento con el testigo absoluto
inoculado con agua destilada estéril present6 la mayor
LBDI (15.43+4.59 cm), seguido de Bac-2 (13.88+3.79
cm), Bac-1 (13.69+5.64 cm), Tr-5 (13.66+4.04 cm) y
T-22 (13.46£3.97 cm), los cuales no presentaron
diferencias significativas y fueron superiores al
Testigo inoculado con P. parasiticum (9.54+2.76 cm)
(Figura 1A).

Asimismo, 70 DDI el control de P. parasiticum con los
diferentes antagonistas se midio mediante el avance de
la longitud de la estria necrotica LEN; alcanzando una
menor longitud con los aislados Tr-6, Act-2, T-22y Tr-
5 con 2.36+0.25 cm; 2.36+ 0.26 cm; 2.51+£0.19 cm y
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2.5740.24 cm respectivamente, sin diferencias
significativas entre ellos, respecto al testigo inoculado
con P. parasiticum que alcanz6 4.77+0.24 cm. Cabe
sefialar que el testigo absoluto-agua destilada estéril,
no presentd desarrollo de estrias necroticas (Figura
1A).

Morales-Pizarro et al., 2022

A los 70 DDI, los aislado Bac-2 (>59.29%) y Bac-3
(>49.39%) promovieron un incremento significativo
del PFR respecto al testigo P. parasiticum.

A los 70 DDI, los aislados Bac-2 y Bac-3
incrementaron entre el 60.41% y 55.08% del PSR
respecto al testigo P. parasiticum, seguidos de T-22
con 38.55%, Bac-4 con 36.99% e incluso del Testigo
absoluto con 34.51% (Figura 1B).
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Figura. 1. Efecto de los aislados nativos de Trichoderma spp. (Tr-6; Tr-5), Bacillus spp. (Bac-4, Bac-1, Bac-2, Bac-
3), Actinomiceto (Act-2), cepa comercial T. harzianum (T-22), Testigo (P. parasiticum) y Testigo absoluto-agua
destilada estéril (T.abs). A) Longitud del brote antes inoculacién del patégeno (LBAI)-30 DDT; longitud del brote
después de la inoculacidn del patégeno (LBDI)-70 DDI del patogeno y longitud de la estria necrotica (LEN)-70 DDI,
B) Peso seco de raices (PSR) y peso fresco de raices (PFR)-70 DDI. Letras diferentes en las barras indican diferencias
significativas (Tukey p <0.05). * Datos transformados \(x+1)).
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DISCUSION

Actualemente, Per( se ha posicionado como el primer
exportador de uva de mesa en el mundo (MINCETUR,
2022). Asimismo, se han implementado diferentes
estrategias en el manejo agronomico del cultivo como;
podas, fertilizacion, proteccion vegetal, entre otros con
el fin de aumetar la produccion del cultivo y reducir las
pérdidas econdmicas, incrementado de esta manera las
EMV (Gramaje et al., 2018). No obstante, existente un
limitado y restringuido numero de ingredientes activos
para el control de EMV (Battiston et al., 2021). Por lo
cual, el control biologico se ha convertido en una
alternativa sostenible de manejo de los patogenos
relacionados EMV (Dries et al., 2021). En el presente
estudio se evalud el control de P. parasiticum con
antagonistas bacterianos y fungicos, y su efecto
promotor de crecimiento, determinando que el aislado
nativo Tr-5 (Trichoderma spp.) incremento en 68% de
la longitud del brote LB antes de la inoculacién con P.
parasiticum. Hernandez-Melchor et al. (2019)
concluyen que Trichoderma spp. produce mas de 70
metabolitos como; promotores de crecimiento con
naturaleza hormonal  (auxinas, citoquinas vy
giberelinas); reguladores del pH en el suelo como
acidos orgénicos (citrico glucurénico, y fumarico),
entre otros. El género Trichoderma esta relacionado
con la activacion de genes de resistencia que permiten
responder de forma positiva a factores de naturaleza
bidtica como abidtica (Stempien et al., 2020). Por otro
lado, los microorganismos rizosfericos como; hongos,
bacterias y algas, fijan nitrdgeno N2 molecular dentro
de su cuerpo y mediante la enzima nitrogenasa lo
liberan como amoniaco asimilable NHs al suelo, para
ser tomado por la planta en su dessarrollo (Guzméan and
Montero, 2021). Estudios realizados por Bautista-
Cruz y Martinez-Gallegos (2020) en Agave potatorum
Zucc, con los aislados Bukholderia cepacia,
Flavobacterium sp y Paenibacillus amylolyticus
incrementaron la altura de la planta en un 51.8% , la
biomasa total en un 164.8% y el diametro del tallo en
un 50.35%.

Posterior a la inoculacién con P. parasiticum (70 DDI),
los aislados Bacillus ( Bac-2, Bac-1) y Trichoderma
(Tr-5y T-22) incrementaron la longitud del brote, asi
también Trichoderma (Tr-6, T-22) y el actinomiceto
(Act-2) redujeron el avance de la estria necrotica.

Romero-Rivas et al. (2009) observaron en plantas de
lavariedad Red Globe variedad (4-8 meses) inoculadas
con P. parasiticum una reduccion en el brote, hojas
pequefias, entrenudos cortos y presencia de estrias
necraticas en los vasos xilematicos. Por otro lado, el
hongo Trichoderma spp. ha demostrado diferentes
mecanismos como el control directo e indirecto de
EFMV, mediante la promocion del crecimiento y la
activacion de genes de resistencia (Stempien et al.,
2020). Berbegal et al. (2020) mencionan que T.
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atroviride, Sc1 (Vintec®) reduce significativamente la
incidencia de EMV. Ademas, Trichoderma T154 tiene
un comportamiento enddéfito colonizando haces
vasculares y reduciendo la colonizacion de P.
minimum (Carro-Huerga et al., 2020). Carro-Huerga et
al. (2020) mencionan que cepas nativas de
Streptomyces reducen sintomas EFMV en vid jévenes
causado por Dactylonectria sp., P. minimum y Pa.
chlamydospora. Alvarez-Pérez et al. (2017) observan
en plantas inoculadas con el actinomiceto
Streptomyces spp. reducen significativamente los
sintomas de la enfermedad de Petri y el pie negro en
plantaciones jovenes de vid.

Condori-Pacsi et al. 2019, reportan la capacidad de
especies de Streptomyces (actinomiceto) de sintetizar
el metabolito acido indolécetico AIA e influenciar en
el incremento y longitud de raices, didmetro del bulbo
del ajo y en el peso seco del vastago.

Esmaeel et al. (2018) mencionan  que
Paraburkholderia phytofirmans (bacteria endoéfita)
coloniza haces vasculares de un amplio rango de
plantas, promueve el crecimiento e induce Ia
resistencia de plantas frente a los estreses bidtico y
abidtico.

Los aislados de Bacillus (Bac-2 y Bac-3) promueven
un incremento significativo de PFR y PSR. Velasquez
et al. (2020) demuestran que Funneliformis mosseae
(hongo micorrizico-IN101) y Ensifer meliloti
(rizobacteria-TSA41) promueven el crecimiento de
plantas de vid aplicados solos o en conjunto,
incrementando su altura y peso seco total. Algunas
bacterias (B. subtilis, K. variicola, P. fluorescens y R.
planticola) mejoran “la biosintesis y acumulacion de
colinas” siendo precursores del metabolismo de glicina
betaina (GB), mejorando el contenido relativo de agua
en hojas y el peso seco (Vurukonda, et al., 2016).

CONCLUSIONES

Los antagonistas nativos muestran una respuesta
positiva como promotores de crecimiento e inhibidores
de LEN ocasionada por P. parasiticum (testigo). El
aislado  Tr-5 (Trichoderma spp) incremento
significativamente la Longitud del brote antes de la
inoculacién, y 70 DDI. Los aislados Tr-6
(Trichoderma spp.), T-22 y Act-2 (Actinomiceto)
redujeron mas del 50% la LEN causada por P.
parasiticum. Los aislados Bacillus spp. (Bac-2 y Bac-
3) promueven un incremento significativo PFR y PSR
respecto a los testigos.
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