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La Tesis Doctoral “Caracterización morfológica y molecular de aislamientos de 

Botryosphaeria spp. de Argentina y estudios de tolerancia de Vitis spp. frente a su ataque” se 

realizó en los Laboratorios de Fitopatología y de Aromas, de la Estación Experimental Mendoza, 

Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA) y la Cátedra de Fisiología Vegetal, Facultad 

de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Cuyo.  

La misma, responde a una Beca de perfeccionamiento de INTA. El financiamiento se 

efectuó en el marco de Proyectos INTA y extraINTA, enfocados al estudio de las enfermedades de 

madera de la vid, particularmente al desarrollo de herramientas de diagnóstico molecular que 

permitan la detección de los agentes que las producen y asimismo, la evaluación de soluciones 

preventivas. AEPV-214012 (2010-2012) Identificación, producción de reactivos de diagnóstico. 

Caracterización y análisis de la variabilidad de patógenos; AEPV-214022 (2010-2012): 

Caracterización de las interacciones planta patógeno y de mecanismos de resistencia de cultivos a 

patógenos y de éstos a productos fitosanitarios; PNFRU 0528310 (2010-2012): Generación y 

desarrollo de tecnología para la prevención de enfermedades emergentes, cuarentenarias y 

limitantes en frutales y Proyecto PICT-2361 (2010-2014): Evaluación de la expresión génica de vid 

sometidas a estreses bióticos: leafroll, Botryosphaeria spp. y diferentes elicitores.  

En primer lugar, una síntesis bibliográfica aporta conocimientos científicos esenciales y 

necesarios en lo que concierne a la viticultura, las enfermedades de la vid y la interacción planta-

patógeno. El manuscrito está distribuido en tres Capítulos independientes, el primero es resultado 

de la investigación bibliográfica inicial sobre los temas de estudio, el segundo, trata sobre la 

caracterización morfológica y molecular de aislamientos de Botryosphaeria spp. en Argentina, y el 

tercero, acerca de estudios de tolerancia de Vitis spp. frente a la inoculación de Lasiodiplodia 

theobromae puntapié inicial para futuros estudios de expresión génica de una vid tolerante y una vid 

susceptible frente a Botryosphaeriaceae. Cada capítulo consta de una introducción, Materiales y 

métodos, resultados y Discusión y bibliografía consultada para su desarrollo. Al final de la memoria 

se recogen las principales Conclusiones generales en el Capitulo IV. 
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ABA, AJ, MeJ, ET, 

AS 

Ácido abscisico , Metil jasmonato, Etileno, Ácido jasmónico, 

Ácido salicílico 

ADN, ARN Ácido Desoxiribonucleico, Ácido Ribonucleico 

AEM, APG Agar extracto de malta, Agar papa glucosado 

AFLPs 
Amplified Fragment Polymorphism = Polimorfismo de 

Longitud de los Fragmentos amplificados 

ANOVA Análisis de la varianza 

CoA Coenzima A 

º C Grados centígrados 

cm, mm, µm, nm Centímetro, milímetro, micrómetro, nanométro 

cm3, mm3 Centímetro cúbico, milímetro cúbico 

cv Cultivar 

d, h, min, s Día, hora, minuto, segundo 

g, mg, µg, ng Gramo, miligramo, microgramo, nanogramo 

ha, Mha Hectáreas, Millones de hectáreas 

KOH Hidróxido de potasio 

L, ml, µl Litro, mililitro, microlitro 

M, mM, µM, 
nmoles, ppm 

Molar, milimolar, micromolar, nanomoles, partes por millón 

N° Número 

n/d No detectado 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

Pm. Phaeoacremonium 

RAPDs 
Random Amplified Polymorphic DNA = Polimorfismo de ADN 

amplificado por cebadores arbitrarios 

rpm Revoluciones por minuto 

SAR, ISR 
Resistencia sistémica adquirida, Resistencia sistémica 
inducida 

sp., spp. Especie, Especies 

UV Ultravioleta 

v/v Volumen por volumen 

V. Test Valor de Test 

µE Microeinstein 

% Valor porcentual 

Cl2Mg, H2O, H3BO3 Cloruro de magnesio, Agua, Ácido Bórico 
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CCAARRAACCTTEERRIIZZAACCIIÓÓNN  MMOORRFFOOLLÓÓGGIICCAA  YY  MMOOLLEECCUULLAARR  DDEE  

AAIISSLLAAMMIIEENNTTOOSS  DDEE  BBoottrryyoosspphhaaeerriiaacceeaaee  DDEE  AARRGGEENNTTIINNAA  YY  

EESSTTUUDDIIOOSS  DDEE  TTOOLLEERRAANNCCIIAA  DDEE  VViittiiss  sspppp..  FFRREENNTTEE  AA  SSUU  

AATTAAQQUUEE  

Las enfermedades de madera causan importantes reducciones de productividad y calidad en 

vid y no existen estrategias efectivas para reducir su incidencia. En nuestro país, se han observado 

especies de Botryosphaeriaceae aún no identificadas, asociadas frecuentemente a vides afectadas, 

por lo que se muestrearon vides con síntomas de hoja de malvón y decaimiento en provincias 

productoras argentinas, con el objeto de obtener aislamientos; caracterizarlos a través de métodos 

morfológicos, optimizar técnicas de extracción, amplificación y secuenciación de ADN para una 

detección rápida y determinar la diversidad de especies presentes en Argentina. Se obtuvieron y 

caracterizaron 76 colonias según: superficie (mm2), pigmentación difusible (si o no), textura, 

márgenes y producción de conidios a los 7-14 días en oscuridad, a 25 ºC y en medio APG al 2 %. 

Asimismo, se evaluaron la longitud (μm), el ancho (μm), la relación longitud/ancho, la presencia de 

septo y color de conidios de los aislamientos que esporularon. Además, se incubaron los 

aislamientos y cepas de referencia en medio APG 2 % y oscuridad, a las temperaturas 5, 15, 20, 25, 

30, 35 y 40 ºC y se calculó la superficie total de colonia (mm2) y tasa de crecimiento (mm2 día-1) 

para cada aislamiento y temperatura. Se determinó patogenicidad y se caracterizaron seis grupos 

“tipo” de aislamientos que se correspondieron con las especies Lasiodiplodia theobromae (33), 

Diplodia seriata (24), Diplodia mutila (8), Neofusicoccum luteum (7), Botryosphaeria dothidea 

(Anamorfo Fusicoccum aesculi) (6), respectivamente. Se extrajo ADN de 76 aislamientos mediante 

el kit Qiagen Dneasy Plant. Se amplificaron por PCR las regiones del espaciador interno transcripto 

del ADN ribosomal (ITS) con los cebadores ITS1 e ITS4, del gen que codifica para la proteína β-

tubulina con los cebadores Bt2a y Bt2b y del gen NL4 con los cebadores ITS1 y NL4. 

Posteriormente, los productos de PCR para ITS de 29 aislados representativos de los grupo “tipo”, 

se sometieron a restricciones con las enzimas AluI, HaeIII, CfoI, NciI y Taq, posteriormente, 21 de 

ellos se purificaron y se secuenciaron. Las amplificaciones de la región ITS, mostraron fragmentos 

monomórfico de 580 pb en todos los aislamientos y al digerir los productos, se observó 

polimorfismo, encontrándose 2 a 4 bandas por muestra. Se visualizaron entre 4 (CfoI,), 5 (HaeIII), 6 

(NciI y Taq ) y 9 (AluI) patrones diferentes, sugiriéndose la existencia de especies de 

Botryosphaeria no citadas en Argentina. Finalmente se discriminaron consistentemente por 

secuenciación, las especies: L. theobromae,: B. dothidea, D. seriata, N. luteum y D. mutila. 

En respuesta al objetivo de optimizar los protocolos de obtención de vides en condiciones in 

vitro y de invernáculo, se lograron plantas de Vitis vinifera L. cvs Chardonnay, Malbec, Pinot Noir, 

Pedro Giménez, Criolla Chica, y Vitis spp. (110R, 5BB, Vitis riparia, Vitis rupestris, libres de virus 
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y enfermedades. Asimismo, se lograron aclimatar en condiciones de invernáculo, plantas en maceta 

provenientes de plantas mantenidas in vitro. 

La observación de vides con diferente grado de susceptibilidad a enfermedades de madera, 

promovieron la hipótesis del incremento de compuestos antimicrobianos (fitoalexinas) en plantas 

tolerantes, por lo que se evaluó la susceptibilidad de cinco variedades de V. vinifera y cuatro de 

Vitis spp. a través de la inoculación con L. theobromae a fines de: identificar y evaluar respuestas de 

defensa de Vitis spp., desarrollar un método de extracción e identificación de resveratrol y/o sus 

derivados en hoja, determinar si el ataque del hongo promueve su producción y definir una escala 

de tolerancia en función de las respuestas de defensa. Luego de 21 días de cultivo en invernáculo, se 

evaluaron: presencia de síntomas, % de plantas con síntomas, % de muerte de hojas, grado de 

síntomas en lesión producida y contenidos de clorofila. Las plantas inoculadas disminuyeron 

significativamente el contenido de clorofila y aumentó el % de plantas con síntomas y % de muerte 

de hojas, respecto de los testigos. La variedad Malbec, fue la que mostró mayor susceptibilidad, con 

altos % de plantas muertas, de hojas muertas por planta y menor contenido de clorofila y en 

contraposición, V. rupestris fue más tolerante. Con el objetivo de estudiar en el sistema in vitro, la 

producción de resveratrol en una variedad susceptible y una tolerante, se inocularon plantas cv. 

Malbec y de V. rupestris con L. theobromae y se determinaron los síntomas desde las 8 a 120 h 

post-inoculación. Posteriormente, se obtuvieron extractos de hoja con metanol en frío y ultrasonido 

(n=3) y se analizaron por HPLC-DAD trans-resveratrol y sus derivados glicosidados. Se observaron 

hojas necróticas y muerte de tallos desde las 24 h post-inoculación hasta la muerte, en Malbec (4to 

día) y V. rupestris (6to día). En Vitis rupestris inoculadas, se detectaron significativamente trans-

resveratrol, trans-resveratrol glicosidado y cis-resveratrol glicosidado, 8 h (4.29±2.78 µg/g; 

16.74±0.45 µg/g; 9.53±0.45 µg/g) y 24 h (28.68±0.63 µg/g; 20.38±4.30 µg/g; 6.37±1.17 µg/g) post-

inoculación| y se detectó una segunda acumulación de trans-resveratrol a las 72 h (86.92±0.01 µg/g; 

20.01±0.04 µg/g; 16.91±0.10 µg/g), superando las concentraciones de Malbec, que mostró trans-

resveratrol y su glicosidado a las 48 h (71.82±0.06 µg/g; 2.81±0.18 µg/g; 42.19±0.19 µg/g). En los 

controles no se detectaron estos compuestos. La menor expresión de síntomas, muerte en un período 

de tiempo más extenso y mayores contenidos de resveratrol de Vitis rupestris respecto de Malbec, 

sugieren que la respuesta más rápida y más intensa le permite defenderse del hongo y confirma que 

V. rupestris es una variedad tolerante mientras que Malbec se comportó como susceptible. 

Conocer la etiología de Botryosphaeriaceae spp. asociadas al cultivo de la vid y comprender 

los mecanismos de defensa de la vid, son esenciales para implementar un diagnóstico rápido de 

estos hongos de madera en vides adultas y la posibilidad de certificar plantas de vivero libres de 

éstos patógenos como también, establecer nuevas medidas de control eficiente de las enfermedades 

de madera.  
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1. INTRODUCCIÓN  

1.1. La vid  

Origen y taxonomía 

El cultivo de la vid y el vino, están ligados a la historia de la humanidad formando parte de 

la cultura, el arte y la salud a lo largo de siglos. La vid es una planta trepadora de tronco leñoso, 

cuyo origen geográfico se sitúa entre Europa y Asia Central, en la región comprendida entre el 

centro del Himalaya y el Cáucaso. Los primeros indicios de la actividad vitícola en esta zona datan 

de 5.000 años antes de Cristo. A partir de aquí, el cultivo de la vid se extendió hacia occidente 

pasando por la Mesopotamia, Siria, Fenicia, Egipto y Grecia y de ahí al resto de Europa y del 

mundo. Inicialmente, fue introducida en América Central por los conquistadores españoles, a fines 

del siglo XV, de allí fue trasladada al norte y sur de América (Martínez, 2005).  

Existen dos hipótesis sobre su introducción. Una primera hipótesis, supone que esta especie 

habría sido introducida por medio de plantas provenientes de las Islas Canarias, traídas en el año 

1551 y cultivadas por Francisco de Caravantes y Hernando de Montenegro en el Valle de la 

Concepción (Perú). La segunda hipótesis, propone que se introdujo a través de semillas de pasas 

traídas por los colonizadores desde España para su alimentación, las cuales dieron origen a distintas 

variedades. De acuerdo a Hidalgo (2002) y Maurín Navarro (1967), esta hipótesis tendría mayor 

aceptación debido a que se sabe que la vitalidad de las plantas se compromete en largas travesías y 

la viabilidad de las semillas se prolonga cuando se conserva como pasas. Desde Perú, la vid llegó a 

Chile en manos de Francisco de Aguirre y desde la ciudad de La Serena habría entrado a la 

Provincia de Santiago del Estero, en Argentina por el Padre Juan Cidrón. A Mendoza, la vid llegó 

en el año 1561, mientras que a San Juan lo hizo un año después. Los resultados obtenidos por 

Agüero et al. (2007), Duran et al. (2011) y Milla Tapia et al. (2007) abonan la primera hipótesis, ya 

que la gran mayoría de las vides “criollas” que hoy están presentes en América, habrían sido 

derivadas del cruzamiento entre Moscatel de Alejandría y Criolla Chica, cultivares provenientes del 

Norte de África, Mediterráneo y España. Ese cruzamiento habría tenido lugar en el nuevo 

continente. 

La vid es una planta angiosperma dicotiledónea, caducifolia perteneciente al orden 

Rhamnales, familia Vitaceae, género Vitis vinifera L. La familia Vitaceae posee 11 géneros y 

aproximadamente 450 especies. El género Vitis es el más importante y se divide en los subgéneros: 

Muscadinia (2n=40 cromosomas) representado por V. rotundifolia, V. munsoniana y V. popenoi de 

las cuales, la primera de ellas citada, es de gran interés por su resistencia a plagas y enfermedades y 

Euvitis (2n=38), perteneciendo a éste último, la mayor parte de las vides cultivadas. El subgénero 

Euvitis se considera dividido, a su vez, en tres grandes grupos: a- las especies asiáticas orientales, 

de escasa relevancia en la viticultura actual; b- las especies americanas, de poca importancia en la 
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vinificación pero de gran potencial como portainjertos por su resistencia a filoxera como V. 

rupestris, V. riparia y V. berlandieri. Finalmente, c- las especies europeas, compuesto por V. 

vinifera L. dentro del cual se definen: V. vinifera ssp. silvestris, resistentes a enfermedades y de 

mayor rusticidad que las variedades cultivadas y V. vinifera ssp. sativa que representan, a nivel 

mundial, la totalidad de las vides cultivadas para la producción de uva, por sus excelentes 

cualidades; aunque es sensible a filoxera y otras (Martinez de Toda, 1991). 

El cultivo de la vid se adapta muy bien a diferentes condiciones climáticas. Requiere 

relativamente, poca cantidad de agua. Hidalgo (2002) estima que se precisa entre 280 y 300 litros 

para formar un kilo de materia seca. Es un cultivo resistente a la sequía por su potente sistema 

radical y en general, se adapta muy bien a todo tipo de suelos, no obstante, la calidad del vino puede 

variar según el tipo de suelo y resulta un factor productivo determinante. Puede soportar hasta 40 ºC 

de temperatura en la época estival y hasta 15 ºC bajo cero durante el invierno. Sin embargo, es 

exigente en calor y muy sensible a las heladas tardías que ocurren durante o después del período de 

floración (Blanco, 2009).  

Importancia del sector vitivinícola 

La vitivinicultura manifestó un amplio y acelerado desarrollo en las provincias andinas, 

favorecida por óptimas condiciones climáticas y de suelo. En Mendoza y San Juan, dio lugar al 

desarrollo de una gran industria que transformó la aridez de esta zona, en verdes y extensos oasis. A 

principios del Siglo XVII, se contaba con una importante producción de vinos, lo que llevó a buscar 

nuevos mercados, tales como la Provincia de Buenos Aires.  

A fines del Siglo XIX se comenzaron a emplear, en mayor escala, barriles de madera y a 

partir de 1853 la región vitivinícola más importante del país sufrió una transformación radical, 

debido a la organización constitucional, la llegada del ferrocarril y la creación de la Quinta Normal 

de Agricultura en Mendoza, que fue la primera Escuela de Agricultura de la República Argentina. 

El dictado de las leyes de aguas y tierras permitió el crecimiento de la colonización, con el 

importante aporte de los inmigrantes europeos que conocían muy bien las técnicas vitícolas y el 

cultivo de las variedades aptas para vinos finos, lo que dio lugar a innovaciones en las prácticas 

enológicas utilizadas en las bodegas hasta ese entonces (http://www.inv.gov.ar/, Instituto Nacional 

de Vitivinicultura). 

La vid es el cultivo frutícola de mayor extensión en el mundo y la superficie mundial 

asignada en 2013, fue de 7.517 millones de hectáreas cultivadas en los distintos continentes. El 

sector vitivinícola internacional se ha caracterizado por la existencia de un grupo de países 

dominantes que concentran gran parte de la industria del vino mundial: España (1millón de 

hectáreas), Francia (806.000 ha) e Italia (776.000 ha). Este grupo de países lidera la superficie 

cultivada de viñedos, la producción de uva, así como la elaboración de vinos.  

http://www.inv.gov.ar/
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Pero desde hace unas décadas, han aparecido en escena un conjunto de nuevos países 

emergentes: China (560.000 ha), Turquía (508.000 ha), Estados Unidos (407.000 ha), Portugal 

(240.000 ha), Irán (238.000 ha), Argentina (218.000 ha), Rumania (204.000 ha), Chile (200.000 

ha), Australia (170.000 ha), Moldavia (143.000 ha), Sudáfrica (131.000 ha) cuyos rendimientos son 

elevados y poco a poco se han ido consolidando en este sector y se encuentran en expansión 

(Fernandez Portela, 2013; http://www.oiv.int/oiv/info/espublicationsstatistiques).  

En 12 años, la superficie vitícola nacional se incrementó de 206.000 ha en 2002, a 226.388 

ha en 2014. Mendoza es la provincia por excelencia para el cultivo de la vid, con 160.983 ha (71,11 

% del total nacional), seguida por las Provincias de San Juan (21,7 %), La Rioja (3,29 %), Salta 

(1,35 %), Catamarca (1,2 %), Río Negro (0,74 %) y Neuquén (0,77 %).  

Las condiciones naturales de Mendoza, como la altitud (entre 500 y 1.500 metros snm), 

aridez y suelos pedregosos, sol en abundancia y agua pura de deshielo de la Cordillera de los 

Andes, además de una marcada amplitud térmica entre el día y la noche, son el marco ideal para el 

cultivo de la vid. Actualmente, los oasis mendocinos destacados y compuestos por departamentos, 

son: la Zona alta del Río Mendoza, que abarca gran parte de las áreas cultivadas de los 

departamentos de Luján de Cuyo, Maipú, Guaymallén y Las Heras. La segunda zona en 

importancia corresponde al Valle de Uco, que comprende San Carlos, Tunuyán y Tupungato. La 

zona norte, incluye Lavalle, Guaymallén y Las Heras. Finalmente, se destaca la zona del Este 

Mendocino (San Martín, Junín, Rivadavia, La Paz y Santa Rosa) y el Sur Mendocino (San Rafael y 

General Alvear) (Figura 1.1) (Fanzone,  2012).  

 

 

 
Figura 1.1. Regiones vitivinícolas de Argentina (A) y regiones vitivinícolas de la Provincia de 

Mendoza (B). 

 

http://www.oiv.int/oiv/info/espublicationsstatistiques
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La actividad vitivinícola en Mendoza es de suma importancia y su presencia es integral. Esto 

se ve reflejado en los datos que muestran que la producción mendocina (18 millones de quintales) 

representa el 70 % de la producción nacional (26,3 millones de quintales en 2014), San Juan 

representa el 25 % (6,5 millones de quintales) y el 6,45 % restante se distribuye en las otras zonas. 

Además, los datos del año 2014 indican que el 98,39 % de superficie cultivada pertenece a 

variedades para vinificar, mientras que el 1,13 % y 0,34 % para consumo en fresco y pasas, 

respectivamente (http://www.inv.gov.ar/, Instituto Nacional de Vitivinicultura).  

A nivel provincial, en las uvas de vinificar, los cultivares tintos constituyen el 57,51 % del 

total en 2014 (91.094 ha). Los más cultivados fueron: Malbec (36,56 %), Bonarda (17,76 %), 

Cabernet Sauvignon (13,33 %), Syrah (9,89 %) y Merlot (5,14 %) entre otras en menor proporción. 

Otra particularidad, fue la caída en la superficie de cultivares blancos (26.975 ha) que significaron 

un 17,03 % y rosadas de vinificar (40.325 ha) implantadas que representaron el 25,43 %. De los 

mismos, los cultivares que presentaron mayor superficie de cultivo en 2014, corresponden a Pedro 

Giménez (33,46 %), Chardonnay (19,54 %) y Torrontés Riojano (13,83 %) entre otras de menor 

proporción. Las clásicas variedades rosadas fueron Cereza (41,15 % del total de cv rosados de 

vinificar en 2014), Criolla (31,17 %) y Moscatel Rosado (16,89 %).  

 

Características botánicas y reproducción de la vid 

La vid, en estado espontáneo, es considerada una liana por su hábito de crecimiento. Posee 

una etapa de juvenilidad de 2 a 5 años cuando crece a partir de semilla, caracterizada por la 

ausencia de flores, la forma variable de las hojas y su disposición helicoidal sobre el tallo. La fase 

reproductiva está determinada por la capacidad de producir flores y zarcillos (sostén), lo que hace 

que la disposición de las hojas pase a ser alterna. En vides de producción comercial a través de la 

injertación de una Vitis vinifera (púa o variedad) sobre el sistema radical de un cultivar denominado 

patrón o  portainjerto (Vitis spp. del grupo americano), la juvenilidad se ve suprimida y las plantas 

siguen el patrón de una planta adulta desde los primeros años de vida (Abreo-Gimenez, 2011).  

Las vides procedentes de multiplicación agámica, poseen una raíz en cabellera con mayor 

concentración entre los 20 a 40 cm. de profundidad, la cual proporciona anclaje al suelo, sirve para 

la absorción de agua y elementos minerales, la producción de algunas hormonas de crecimiento y 

acumulación de sustancias de reserva (Martinez de Toda, 1991).  

El tronco cumple con el sostén de la planta, almacenamiento de sustancias de reserva y con 

la conducción de la savia xilemática (principalmente en agua, elementos minerales, reguladores de 

crecimiento y otras sustancias que se hallan en disolución) como la savia floemática (agua, 

azúcares, fitorreguladores y minerales disueltos). Se encuentra revestido de una corteza llamada 

ritidoma que se desprende longitudinalmente, constituyendo una particularidad de la vid. Las 

plantas conducidas en espalderos suelen tener dos o tres brazos con los elementos portadores de la 

http://www.inv.gov.ar/
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madera de poda: sólo pitones en la poda corta (cordón bilateral) o pitones y cargadores en la poda 

mixta (Guyot). En el parral cuyano los brazos (dos, cuatro o seis) se disponen en forma de canasto. 

El resto de la planta de vid es lo que se renueva anualmente: elementos de poda (cargadores), 

sarmientos, yemas, hojas, racimos, zarcillos, etc.  

Las yemas son las que aseguran la perennidad de la vid de un año a otro, indispensables para 

la multiplicación vegetativa. En el extremo se encuentra la yema terminal (ápice vegetativo) y en la 

axila del pecíolo de la hoja existen dos tipos de yemas: la yema latente, más prominente y que no se 

desarrolla el año de su formación y la yema pronta, más pequeña y que puede desarrollarse en el 

ciclo vegetetativo originando un brote secundario (feminela). Finalmente en la base se encuentra un 

conjunto de yemas basales (casqueras) de las cuales la más destacada se denomina “bourillon”. 

Habitualmente en la primavera solo brota la yema primaria dando origen al pámpano. No obstante, 

si ocurriera un ataque de patógenos que provoque la muerte de este brote, la vegetación continuaría 

por las yemas secundarias (Martinez de Toda, 1991). 

Los tallos, producen el crecimiento vegetativo y productivo anual de la vid. En el estado 

herbáceo se denomina pámpano y a partir del agostamiento, sarmiento. El tallo presenta 

características de colores, tamaño y vellosidad que hace distintivo el carácter varietal. El proceso de 

pasaje de pámpano a sarmiento se caracteriza por el cambio de color del verde al castaño, la pérdida 

de humedad del 90 al 50 %, la detención del crecimiento, la senescencia del ápice vegetativo y la 

acumulación de almidón. Las hojas son los órganos que realizan las principales funciones: 

fotosíntesis, transpiración y respiración y muestran excelentes caracteres ampelográficos varietales. 

La vid presenta hojas caducas simples, foliadas, lobuladas y/o dentadas que se insertan en los nudos 

por medio de un pecíolo largo (Martinez de Toda, 1991). Se insertan en forma continua en cada 

nudo del tallo y en forma axilar a éstas, las yemas prontas y las yemas latentes. 

Las flores agrupadas en inflorescencias en racimo (racimos de racimos), se insertan en la 

parte opuesta a la hoja en forma discontinua, se ubican en los nudos basales de los pámpanos y se 

encuentran preformadas en las yemas latentes de los sarmientos. Casi todas las variedades 

comercialmente importantes de Vitis vinifera son hermafroditas. Luego de dos o más nudos se 

encuentran dos nudos continuos con racimos y un nudo sin racimo y se repite la secuencia. Además, 

por tener el mismo origen ontogénico la secuencia continúa con los zarcillos. Esta secuencia es 

común a todas las vides europeas que pertenecen a la especie Vitis vinifera L.; en cambio en la vid 

americana Vitis labrusca los racimos y luego los zarcillos son continuos (Martinez de Toda, 1991).  

Características anatómicas de la madera de la vid 

El sistema vascular está formado por un anillo de haces líbero-leñosos separados por radios 

medulares. Dentro de cada haz, el floema (líber) se sitúa hacia el exterior y el xilema (leño) hacia el 

interior. Además, a través del mismo, se mueven los reguladores de crecimiento y estimulan 

cambios en el desarrollo de tejidos y órganos (Martinez de Toda, 1991).  
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En la vid, el xilema es más notable que el floema, se lignifica y forma anillos de 

crecimiento. Está constituido por los vasos, que son conductos formados por células muy 

diferenciadas, muertas a la madurez, por donde fluyen el agua y minerales; las fibras, células de 

pared gruesa que dan rigidez al tejido; y células parenquimáticas vivas, que almacenan metabolitos 

y carbohidratos. El floema se ubica por fuera del xilema y está compuesto por los tubos cribosos, 

las células acompañantes y fibras. Entre xilema y floema, se ubica el cámbium, tejido cuyas células 

se multiplican durante la producción y expansión de hojas, para formar nuevas células de xilema 

hacia el centro del cilindro y floema hacia afuera, incluyendo el parénquima radial que los 

comunica y en el que tienen lugar el movimiento lateral de compuestos orgánicos y acumulación de 

almidón.  

Este parénquima, en la raíz, almacena almidón durante el otoño que luego es transformado 

en azúcares simples que serán transportados a la parte aérea, nutriendo los brotes de primavera. A 

partir del parénquima del año anterior no funcional, se desarrolla el felógeno que produce 

felodermis hacia adentro y súber hacia fuera y, en conjunto, se denominan peridermis. Su continua 

actividad, hace que se desprenda hacia fuera el floema y la peridermis que constituyen el ritidoma 

(Abreo Gimenez, 2011).  

La vid, al comportarse como una liana, tiene recursos más limitados para el desarrollo de 

estructuras de soporte (tronco y ramas) que otros árboles frutales por lo que, para permitir un 

transporte eficiente del tejido conductor, compensa su menor diámetro de tallo con una relación 

superficie foliar/superficie de xilema alta y como consecuencia una adaptación de los tejidos 

xilemáticos para permitir un flujo de savia suficiente a un volumen de tejido conductor limitado, 

produciendo vasos de diámetros considerablemente grandes (200 μm a 300 μm) y largos. Esta 

adaptación implica también, una vulnerabilidad particular a ataque de hongos de madera (Abreo 

Gimenez, 2011; Pouzolet, 2012). La madera, resultante del crecimiento secundario, es el producto 

de una división y expansión celular, un engrosamiento de la pared, la muerte celular programada y 

la formación de duramen que constituye la última transformación de las células xilemáticas.  

En un corte transversal de una cepa con crecimiento secundario, se distingue la albura 

externa, parte funcional del tronco, una zona intermedia y luego el duramen central en que los vasos 

del xilema se inactivan bloqueándose el transporte de agua debido a la producción de tilosis 

(invaginación a través de las punteaduras, de las células vecinas) (Pratt, 1974). Luego de ser 

producidas por el cámbium, las células xilemáticas mueren mientras que las células 

parenquimáticas permanecen funcionales por más tiempo. Cuando éstas últimas mueren, el xilema 

se denomina duramen (Plomion et al., 2001).  

La composición y estructura química de la madera es determinante del tipo de degradación 

producida. La pared celular de las células de la madera contiene celulosa, lignina y hemicelulosa 

dispuestas en una pared primaria externa y una secundaria multicapa más interna. La lignina es un 
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polímero de unidades de fenilpropano, derivado de ácidos hidroxicinámicos y su presencia otorga 

rigidez. La hemicelulosa es un polímero de monosacáridos como glucosa, manosa, xylosa, galactosa 

y ácido glucurónico. Estos componentes de las paredes celulares, son removidos diferencialmente, 

por los hongos de madera y se produce ablandamiento y separación celular y en función del 

componente que permanece inalterable determinan podredumbres castañas, blancas y blandas 

(Abreo Gimenez, 2011).  

Existen trabajos que sugieren que la colonización de la madera por los hongos 

Phaeomoniella chlamydospora y Phaeoacremonium spp. en vides maduras infectadas, así como 

plántulas inoculadas, está supeditada al transporte pasivo de propágulos en los vasos del xilema 

(Bruno y Sparapano, 2007a,b,c; Feliciano y Gubler, 2001).  

Según Shigo (1985), las plantas leñosas limitan la propagación de patógenos de la madera 

aislando los tejidos sanos de los tejidos infectados. Se produce una compartimentalización que 

incluye tejidos nuevos formados por el cámbium vascular en respuesta a la infección, estableciendo 

una zona de barrera en la que se producen transformaciones anatómicas y fisiológicas del xilema 

(modificación de composición de las paredes celulares y modificación de radios celulares) a fin de 

limitar el desarrollo de los patógenos. Otra compartimentalización que se produce en la vid, en 

respuesta al ataque de un patógeno, es la oclusión de los vasos del xilema por la formación de 

tilosis, controlada por la vía de señalización del etileno (Sun et al., 2007). Se produce la restricción 

del microorganismo en los vasos y limitación de la circulación sistémica de la toxina, además de la 

disminución de la conductancia hidráulica del xilema.  

 

1.2. Aspectos fitosanitarios de la viticultura  

El desarrollo de la vid, como el resto de los cultivos, se ve influenciado por distintos 

factores: variedad, condiciones climatológicas, características del suelo o labores agronómicas (tipo 

de poda, fertilización, riego). En su conjunto, estos factores condicionan también, el ataque de 

insectos y ácaros; virus, bacterias y hongos que constituyen plagas y enfermedades. 

Dentro de las plagas de la vid, se encuentran la polilla del racimo (Lobesia botrana), cuyas 

larvas destruyen los botones florales y perforan las bayas facilitando la entrada de podredumbres 

(Gonzalez, 2010); la cochinilla harinosa (Planococcus ficus) que disminuye el vigor de las plantas y 

perjudica la calidad de los racimos (Becerra et al., 2004) y la filoxera (Daktulosphaira vitifoliae) 

que causa agallas en raíz debilitando la cepa. Otras plagas comunes son las hormigas, el gusano de 

los brotes (Eumorpha analis), trips, arañuela roja (Brevipalpus obovatus) y eriófidos (Eriophyes 

vitis), la perla de la vid (Margarodes vitis), nematodos (Meloidogyne sp., Xiphinema sp.), mulita 

(Naupactus xanthographus), chinche verde (Edessa meditabunda), bicho del cesto (Oiketicus 
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moyanoi), chicharra de la vid (Chonnosia cinnabarina), cochinilla café (Parthenolecanium 

persicae), el pulgón de la vid (Aphis illinoensis) y el taladrillo (Micrapate bruchi). 

Entre los agentes causantes de enfermedades en los viñedos argentinos, los virus son los 

que presentan menor incidencia. En Mendoza se citan “Grapevine virus A” (Vitivirus-Flexiviridae) 

y “Grapevine leafroll associated virus” 1, 2, 3, y 6 (Ampelovirus-Closteroviridae) causantes de 

enrollamiento del limbo y nervaduras, coloración roja con nervaduras verdes de hojas de variedades 

tintas y decoloración de bayas. También se citan “Grapevine Fanleaf virus”, “Raspberry ringspot 

virus” y “Arabic mosaic virus” (Comoviridae-Nepovirus) causando deformación de hojas (forma de 

abanico), entrenudos cortos, mosaicos y amarillamientos sistémicos. Los virus tipo “Grapevine 

fleck virus” (Maculavirus-Tymoviridae), provocan alteraciones cromáticas en las hojas y el virus 

“Rupestris stem pitting associated virus” (Foveavirus-Flexiviridae), produce disminución de vigor, 

retraso en brotación, engrosamiento del tronco por encima del injerto y hendiduras en la madera. Su 

control se basa en la eliminación de las cepas afectadas y la lucha contra los vectores de 

transmisión. Las bacterias, presentan una incidencia creciente en los últimos años y en Argentina, 

hasta el momento, se ha descrito la denominada “Agalla de corona” causada por especies de 

Agrobacterium, que se introducen en la planta y provocan tumores en tronco, raíz y sarmientos y 

producen decaimiento y muerte de vides (Escoriaza et al., 2011). 

Las enfermedades producidas por hongos, son las más frecuentes y afectan este cultivo con 

mayor alcance y magnitud. Aparte de las enfermedades de la madera, objeto de este trabajo y que 

serán tratadas en el punto 1.4 de esta introducción general, se conocen aquellas causadas por hongos 

que afectan follaje y frutos de las vides (Lucero et al., 2009).  

Se destacan: la peronóspora de la vid (Plasmopara vitícola), hongo parásito obligado que 

ataca particularmente hojas y racimos. En hojas jóvenes afectadas se presentan áreas indefinidas, 

brillante-translúcidas conocidas como “manchas de aceite”, típicas del haz de la hoja. Si las 

condiciones climáticas son adecuadas, en correspondencia, en la cara inferior de las hojas se origina 

una eflorescencia blanca algodonosa, correspondiente a los órganos reproductivos del patógeno. Las 

hojas adultas, muestran manchas poligonales, angulosas, aisladas o confluentes, pequeñas, 

cloróticas que luego se necrosan, delimitadas por las nervaduras. Produce marchitamiento de 

inflorescencias, oscurecimiento, curvado del raquis en forma de “S” y muerte.  

El oídio de la vid, (fase sexual: Erysiphe necator, fase asexual: Oidium tuckeri), es un hongo 

que ataca hojas, brotes, sarmientos, inflorescencia y racimos. En hojas afectadas aparecen, tanto en 

el haz como el envés, manchas circulares y cloróticas, que se cubren de una eflorescencia blanco-

grisácea correspondiente a los cuerpos reproductivos del hongo, la que también se encuentra en 

racimos y en los sarmientos, se producen lesiones color castaño-violáceo. Produce defoliación, mal 

agostado de los sarmientos y falta de reservas, debilitamiento general de la planta y predisposición 

al ataque de otros patógenos.  
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La podredumbre de racimos, es causada por un complejo: hongos (Botrytis cinerea, 

Aspergillus spp., Rhizopus sp., Alternaria alternata, Cladosporium herbarum y Mucor racemosus) 

y en menor importancia bacterias, e insectos. Produce pérdida de flores, problemas de cuaje, 

lesiones castañas en raquis y secado del racimo. A partir del envero, se manifiesta en bayas con 

lesiones superficiales circulares, tomando coloración marrón grisácea en cultivares blancas y 

morada en tintas. Las bayas pierden consistencia, se agrietan, se cubren de eflorescencia gris y se 

desprenden con facilidad. Además de las pérdidas de cosecha, se producen importantes pérdidas de 

calidad enológica en uvas de vinificar, afectando la composición química de la baya y calidad de 

racimos para la uva en fresco. También afecta racimos, la llamada Podredumbre ácida, producida 

principalmente por levaduras y bacterias acéticas (géneros Gluconobacter y Acetobacter). Se 

caracteriza por una fuerte oxidación de la cutícula u hollejo, ablandamiento y maceración de la 

pulpa, pérdida de mosto y vaciamiento de la baya, acompañado con un fuerte olor a ácido acético y 

presencia de larvas y adultos de la mosquita del vinagre (Drosophila melanogaster), las que 

diseminarían los agentes patógenos de la enfermedad. 

 

1.3.  Enfermedades fúngicas de la madera de la vid. Panorama mundial. 

Los decaimientos de la vid en las distintas regiones vitícolas del mundo son causados por un 

elevado número de especies fúngicas que han ido aumentando con el avance de las investigaciones. 

Estos hongos se agrupan en una serie de enfermedades conocidas a nivel internacional como: 

Enfermedad de Petri (Phaeomoniella chlamydospora y especies de Phaeoacremonium); Esca 

(Phaeomoniella chlamydospora; Phaeoacremonium aleophilum y Phaeoacremonium spp.; 

Fomitiporia mediterranea (=Fomitiporia punctata =Phellinus punctatus); Stereum hirsutum; 

Eutypa lata y especies de los géneros Fomitiporella, Inonotus, Inocutis, Phellinus). Diferentes 

especies de la familia Botryosphaeriaceae producen enfermedades como Brazo negro muerto 

(Diplodia seriata. teleomorfo Botryosphaeria obtusa, Neofusicoccum parvum teleomorfo 

Botryosphaeria parva y Diplodia mutila teleomorfo B. stevensii); decaimientos por 

Neofusicoccum (N. parvum teleomorfo B. parva, Botryosphaeria dothidea); Botryosphaeria 

canker (Botryosphaeriacae spp.) y Diplodia Cane Dieback (Botryosphaeria rhodina). También, el 

denominado Pie negro (Cylindrocarpon spp.), Eutipiosis (Eutypa lata); Fusariosis (Fusarium 

oxysporum) y Verticilosis (Verticillium dahliae y V. albo-atrum).  

Los agentes patógenos asociados a las diferentes enfermedades de madera, pueden coexistir 

en una misma planta y viñedo y sus combinaciones al igual que sus interacciones, generan en la 

planta una sintomatología múltiple, compleja y a veces confusa. Incluso algunas pueden ser 

precursoras de otras (Larignon y Dubos, 1997; Larignon et al., 2009, 2011; Mugnai et al., 1999; 

Phillips, 2002). Penetran a la planta a través de las heridas y afectan los tejidos de conducción 
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limitando severamente el movimiento de agua y nutrientes entre la raíz y la canopia. En la vid, 

provocan diferentes sintomatologías que concluyen en una pérdida de vigor de la planta y el 

decaimiento parcial o total de la planta comprometiendo la longevidad y perennidad de las cepas e 

interfiriendo en la productividad y en la calidad de los vinos. Tienen períodos de incubación muy 

largos y su evolución es lenta. Su aumento se atribuye a la prohibición del arsenito sódico en 

Europa, nuevas técnicas de producción del material vegetal en vivero y la introducción de nuevos 

cultivares. Esta situación ha provocado un renovado interés en el estudio de estas enfermedades, 

impulsando el desarrollo de nuevas líneas de investigación en todo el mundo (García-Jiménez, 

2007, 2010; Mugnai et al., 1999). 

La Esca (black measles) afecta severamente zonas vitícolas de Algeria, Alemania, 

Australia, Bulgaria, Canadá, Croacia, España, Estados Unidos, Francia, Grecia, Hungría, Irán, 

Italia, Portugal, Rumania, Serbia, Eslovaquia, Turquía y Ucrania. Además, ha sido observada en el 

hemisferio Sur sólo en Africa del Sur y Australia. Es una de las enfermedades de la vid más 

antiguas que se conocen y se considera endémica en casi todas las zonas vitivinícolas mundiales 

afectando principalmente a cepas de más de 25 años (Figura 1.2).  

 

 

Figura 1.2. Síntomas característicos del complejo Esca. A y B: decoloraciones internervales en 

hoja de un cultivar blanco (A) y de un cultivar tinto (B). C y D: cortes transversales de la 

madera con necrosis blanca esponjosa (Bruez, 2013; Larignon, 2012).  

 

Aún no se ha esclarecido si es un complejo de enfermedades o una misma enfermedad que 

adquiere distintas sintomatologías en función del hongo predominante o la edad de la planta. Afecta 

tronco, brazos, brotes, hojas y bayas. En hojas se manifiestan manchas internervales amarillentas en 

las variedades blancas y rojas en las variedades tintas que finalmente se necrosan, coalescen y se 

extienden de forma particular entre las nervaduras, en los márgenes de las hojas, dejando una 

estrecha franja de tejido verde. Las hojas se secan gradualmente y caen prematuramente. La 

presencia sistemática de una fina franja amarilla delimitando la zona necrótica de la aún verde, 

permite diferenciar los síntomas de esca, de los de brazo negro muerto. Este síndrome también 

presenta una forma apopléctica que seca la planta en forma súbita en pleno verano luego de un 

marchitamiento de hojas desde los extremos hacia el interior de la planta. Cuando se forman, los 

racimos se secan antes de tiempo y los años de fuerte expresión de síntomas, la producción se ve 

seriamente comprometida. Los síntomas sobre brazos y troncos en cortes longitudinales o 

transversales de la madera muestran dos necrosis diferentes. La primera, una zona clara de posición 
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central y consistencia dura en sus inicios para luego tornarse esponjosa, separada de otra zona dura 

rosada, por un cordón de color oscuro llamado línea negra (black line). La segunda necrosis, es 

sectorial, y presenta una zona marrón dura que delimita una zona clara desmenuzable. Los síntomas 

en baya aparecen como puntos violáceos sobre la cutícula y se han descripto en diferentes países: 

Sudáfrica, Australia, Italia, Estados Unidos, Francia (Alsacia) y Suiza (Larignon, 2012). 

La Enfermedad de Petri (grapevine decline, young esca, Petri disease, black goo) se 

observa en viñedos jóvenes y causa importantes pérdidas económicas en Sudáfrica, Australia, Chile, 

España, Estados Unidos, Grecia, Hungría, Irán, Italia, Nueva Zelanda, Perú, Portugal, Eslovaquia, y 

Uruguay (Larignon, 2012). Se considera precursora de la Esca y los síntomas característicos son: 

retardo de crecimiento, entrenudos cortos y clorosis de hojas causando decaimiento progresivo 

hasta la muerte. En madera, se producen manchas negras en cortes transversales y estrías marrones 

en cortes longitudinales. Se perciben además, exudados gomosos de color negro característico y 

bloqueos de vasos xilemáticos (Figura 1.3).  

 

 

Figura 1.3. Sintomatología de la enfermedad de Petri. A: cepas jóvenes con brotación 

deficiente y clorosis en hojas. B: Sección transversal de tallo con vasos oscurecidos alrededor 

de la médula. C: corte transversal con exudados gomosos oscuros en los vasos (Gramaje y 

Armengol, 2011; Larignon, 2012). 

 

La expresión de síntomas señalada para especies de Botryosphaeriaceae, difiere según la 

zona vitícola productora y los distintos cultivares recibiendo entonces, diferentes denominaciones. 

El brazo negro muerto (Black dead arm) afecta viñedos adultos, en zonas de clima mediterráneo 

y templado mostrando reducción de vigor y muerte progresiva de plantas. Esta enfermedad se 

describe en Chile, España, Francia, Hungría, Italia, Líbano, Portugal, Canadá, Brasil y Egipto 

(Césari, 2004; Larignon, 2012). Los síntomas se confunden fácilmente con los de la Esca y 

aparecen en las hojas basales de la planta. Cuando la enfermedad evoluciona de forma lenta, se 

caracteriza por manchas necróticas internervales y en bordes de las hojas. En las variedades tintas, 

los síntomas se diferencian de los de la Esca por la ausencia de coloración amarilla que delimita la 

zona necrosada de las zonas aun verdes de las nervaduras y un borde más marrón violáceo oscuro. 

En su forma severa se observa una pérdida precoz de hojas y la planta se seca total o parcialmente. 

En cortes transversales, se observan vasos obstruidos y necrosis marrón características (Figura 1.4).  
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Figura 1.4. Síntomas de Brazo negro muerto. A: detalle de hojas con las decoloraciones 

características. B y C: cortes transversales en los que se observa la necrosis sectorial 

característica. D: cepa descortezada en la que se observa la necrosis longitudinal (Bruez, 

2013; Larignon, 2012).  

 

El síndrome Diplodia cane dieback, en su forma lenta, se caracteriza por brazos de poco 

vigor con hojas cloróticas más pequeñas que las sanas. En la forma rápida, se observa necrosis de 

yemas, reducción de crecimiento y muerte. Los cancros asociados a Botryosphaeria 

(Botryospaheria canker), fueron observados en Sudáfrica, Australia, Brasil, Canadá, California, 

Chile, Egipto, España, Italia, Mexico, Nueva Zelanda y Venezuela. Las plantas afectadas presentan 

la característica muerte de brazos y cordones así como ausencia de brotación o brotes débiles en 

cordones todavía vivos. Los decaimientos por Neofusicoccum actualmente se describen en Francia 

y Portugal. Se caracterizan por decoloraciones entre las nervaduras principales de las hojas, 

defoliación parcial o total y muerte de injertos. En los troncos se observan necrosis sectoriales 

castaño grisáceas de consistencia dura y puntuaciones negras que longitudinalmente coinciden con 

bandas castañas y estrías oscuras, respectivamente (Dubos, 2002; Larignon, 2012). 

La Eutipiosis ha sido estudiada en Estados Unidos, Australia, Nueva Zelanda, Sudáfrica, 

Algeria, Alemania, Austria, Brasil, Bulgaria, Canadá, China, Croacia, España, Francia, Grecia, 

Suiza, Hungría, Italia, Jordania, Líbano, México, Nueva Zelanda, Portugal, Rumania, Serbia, 

Eslovaquia, Siria, Turquía, Uruguay y Venezuela. Su distribución a nivel mundial está muy 

generalizada, causando pérdidas de consideración. Está afectada principalmente por la incidencia de 

las lluvias, aparece abundantemente cuando la media anual excede los 600 mm y está ausente en 

zonas semidesérticas (< 250 mm de lluvia anual) (Dubos, 2002; Larignon, 2012; Pearson y Goheen, 

2001). Produce brotes de crecimiento débil, hojas pequeñas y cloróticas. En corte transversal de la 

madera se observa una necrosis sectorial en forma de V (Figura 1.5).  

El pie negro, afecta a plantas jóvenes (2 a 10 años) de Sudáfrica, Australia, Brasil, Canadá, 

Chile, España, Estados Unidos, Francia, Irán, Italia, Líbano, Portugal y Uruguay (Larignon, 2012). 

Las plantas enfermas muestran brotaciones débiles, cloróticas y terminan secándose bruscamente. A 

nivel de raíz, es común observar dos niveles radicales, uno superficial con aspecto normal y un 

segundo nivel con raíces necrosadas y oscurecidas. Al quitar la corteza del tallo, se observa una 

franja marrón longitudinal que llega hasta la altura de injerto y coincide con necrosis observadas 

claramente, en corte transversal (Figura 1.6).  
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Figura 1.5. Síntomas característicos de la Eutipiosis. A y B: Brotes débiles. C: corte 

transversal de la madera con necrosis característica (Andolfi et al. 2009; Bruez, 2013). 

 

 

Figura 1.6. Cepa joven afectada por Pie negro. A: síntomas foliares de Pie negro. B: detalle 

de las raíces en dos planos. C: corte longitudinal con vasos necrosados. C: corte transversal 

con necrosis de la madera (Probst, 2011; Larignon, 2012). 

 

La fusariosis es citada en Brasil, Egipto, Italia y Australia causando reducción de 

crecimiento de plantas jóvenes, necrosis de raíces y oscurecimiento de vasos del xilema del tronco 

en corte transversal y bandas castañas en corte longitudinal. También, la verticilosis, estudiada en 

Alemania, Austria, Chile, China, Estados Unidos, Grecia, Italia, Nueva Zelanda, Turquía y Francia 

es una enfermedad de la madera de viñedos jóvenes. Presenta una forma lenta, caracterizada por 

clorosis o enrojecimiento del limbo, según la variedad, presencia de sectores necróticos, secado de 

inflorescencias y racimos y necrosis de raíces. Y una forma severa, que concluye en la muerte 

repentina de la planta. En la madera, los síntomas se traducen en necrosis oscuras características 

(Larignon, 2012) (Figura 1.7). 

 

 
Figura 1.7. Síntomas en corte transversal de troncos de vides jóvenes. A: detalle de necrosis 

producida por Verticilosis. B: necrosis característica de Fusariosis. D: cepa descortezada en la 

que se observa la necrosis longitudinal (Bruez, 2013; Larignon, 2012).  
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1.4.  Enfermedades fúngicas de la madera de la vid en Argentina.  

Las denominadas “hoja de malvón o brazo muerto” y “decaimiento de vides jóvenes” 

(Gatica et al., 2000a, 2001, 2007) son enfermedades de madera de gran importancia en viñedos 

argentinos. La primera, se observó desde principios de siglo en los viñedos de Mendoza y San Juan 

(Vitoria y Alcalde, 1949). A partir de la década de 1990, coincidiendo con el establecimiento de 

numerosas plantaciones nuevas, se comenzó a detectar en diferentes regiones, un aumento en el 

decaimiento y muerte progresiva de plantas jóvenes desde el primer año de la plantación. Ambas 

enfermedades, se encuentran diseminadas en distintas zonas productoras de Mendoza, San Juan, 

Alto Valle, La Rioja, Catamarca y Salta, en uvas de vinificar, de mesa y pasas causando daños 

significativos. Gatica et al., (1997a,b), estudiaron la relación entre distintos factores de cultivo, 

incidencia de la enfermedad y rendimientos con la severidad de la hoja de malvón en 80 viñedos de 

la zona norte y centro de la provincia de Mendoza. El 46 % de las propiedades encuestadas 

presentaron una incidencia de la enfermedad entre 1 y 10 % y el 30 % de ellas, una incidencia entre 

11 y 20 %. Durante 1999, el 65,1 % del total de las pérdidas económicas estimadas en un parral del 

cultivar Chenin, correspondieron a plantas afectadas por esta enfermedad (Gatica et al., 1999). 

Estimaciones de daños realizadas con posterioridad en viñedos de Luján de Cuyo, Lavalle y 

Tupungato demostraron que su incidencia osciló entre 6 y 33 % (Césari et al., 2002; Gatica et al., 

2000b). La manifestación de la enfermedad en una parcela del cv. Chenin varió desde 13,2 % de 

plantas afectadas en 1999 a 30,8 % en al año 2003 (Gatica, comunicación personal). Estos estudios 

demostraron la importancia que esta enfermedad tiene en la región. 

La hoja de malvón comienza a manifestarse en uno de los brazos de la planta, afectando 

sarmientos, hojas y racimos. Las hojas presentan menor tamaño, se tornan cloróticas y con los 

bordes enrollados hacia abajo, tomando la apariencia de una hoja de “geranio”, de donde toma el 

nombre la enfermedad. Los sarmientos o brotes del año, presentan menor crecimiento y entrenudos 

cortos. Los racimos son más pequeños, laxos y con granos de tamaño no uniforme. A medida que la 

enfermedad progresa, se extiende a otros brazos, la planta se vuelve improductiva y finalmente 

muere (Figuras 1.8 y 1.9).  

En el corte transversal del tronco, se pueden observar necrosis de distintas coloraciones y 

consistencias que indican al avance de la enfermedad (Gatica et al., 2001) (Figura 1.10). Asimismo, 

se ha detectado en el tronco de algunas plantas, fructificaciones de color castaño claro 

correspondientes a basidiocarpos del hongo Inocutis jamaicensis (Gatica et al., 2004). Esta 

enfermedad se ha comparado con la esca, citándose similitudes en los síntomas de madera y 

diferencias en los síntomas foliares y en la microflora fúngica asociados a ella (Gatica et al., 

2000a). Finalmente, la hoja de malvón produce heterogeneidad, reducción de la longevidad y 

productividad de los viñedos. Además, la vinificación de uvas enfermas reveló que el efecto de esta 

enfermedad en la calidad de los vinos no siempre es positiva (Casassa et al., 2010). 
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Figura 1.8. Brotes y hojas del cv. Chenin con síntomas típicos de hoja de malvón. A: síntomas 

en hojas en el cv. Torrontés riojano. B: detalle de enrollamiento de hoja. C: brotes débiles, de 

entrenudos cortos y hojas cloróticas. 

 

 

Figura 1.9. A: muerte parcial de brazos en el cv. Chenin. B: presencia de cuerpos fructíferos 

del basidiomicete Inocutis jamaicensis en tronco del cv. Chenin. 

 

 

Figura 1.10. Síntomas de necrosis en madera, en cortes transversales de tallos de vides 

afectadas con Hoja de malvón. 
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Las plantas jóvenes, manifiestan crecimiento débil y lento. Producen pámpanos con 

entrenudos cortos y hojas pequeñas y de aspecto clorótico, además de menor calibre de tallo. 

Finalmente, lleva a la muerte de la planta (Figura 11). En cortes transversales de la madera, se 

observan necrosis sectoriales de color oscuro y consistencia dura que comienzan en la base de las 

ramas afectadas y se extienden hacia la zona del injerto. Estas necrosis están generalmente 

asociadas a un corte de poda u otro tipo de herida. Los vasos xilemáticos se necrosan y en cortes 

transversales del tallo se ven como puntos negros, más o menos agrupados, que rodean la médula 

(Figura 12). En cortes longitudinales, se muestran como estrías oscuras. Estos síntomas, si bien 

pueden aparecer a lo largo de toda la madera del portainjerto, del injerto, e incluso por encima de él, 

pero en general son más acentuados en la zona basal del portainjerto.  

Respecto de la etiología, investigaciones efectuadas en Mendoza, señalan que los hongos 

Inocutis jamaicensis (Murrill) Gottlieb, J.E. Wright & Moncalvo, Phaeomoniella chlamydospora 

(W. Gams, Crous, M.J. Wingfield & L. Mugnai) Crous & W. Gams, Phaeoacremonium aleophilum 

W. Gams, Crous, M. J. Wingfield & L. Mugnai, Phaeoacremonium parasiticum (Ajello, Georg & 

C.J.K. Wang), Botryodiplodia theobromae Pat. y Botryosphaeria spp., están frecuentemente  

asociados a la enfermedad (Césari y Gatica, 2001; Dupont et al., 2002; Gatica et al., 2000a, 2001, 

2004).  

En plantas mayores de 11 años con necrosis en madera, el porcentaje de aislamiento de 

Inocutis jamaicensis predominó sobre los porcentajes de aislamiento de especies de Botryosphaeria, 

Phaeoacremonium y Phaeomoniella chlamydospora. En plantas jóvenes (<11 años) con 

decaimiento, se aislaron con mayor frecuencia especies de Botryosphaeria, seguida de especies de 

Phaeoacremonium. Estudios recientes demostraron la patogenicidad de I. jamaicensis, 

Phaeacremonium spp. y Botryosphaeria rhodina. Vides maduras inoculadas, manifestaron luego de 

un período de incubación de seis años, los síntomas típicos de la hoja de malvón (Gatica et al., 

2004). 

 

 

Figura 1.11. Cepa joven del cv. Chardonnay afectada con decaimiento, con brotación débil A: 

detalle de síntoma en hoja en cv Malbec de < 10 años.  
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Figura 1.12. Cortes transversales de tallos de vides jóvenes con decaimiento. 

 

Epidemiología de hoja de malvón y decaimiento de vides jóvenes 

Respecto de la susceptibilidad varietal, no se ha observado asociación entre diferentes 

cultivares de Vitis vinifera e incidencia de la enfermedad. Desde el punto de vista epidemiológico, 

se determinó que la distribución espacial a campo de la enfermedad es al azar; lo cual implica que el 

riesgo de contagio entre plantas contiguas no es significativo (Césari y Gatica, 2001; Césari et al., 

2002).  

La transmisión se realiza por madera infectada (restos de poda) y herramientas de poda 

(serrucho), habiéndose comprobado que también tiene una diseminación aérea, aunque al 

producirse ésta en el periodo vegetativo y no durante el invierno que es cuando hay heridas de poda, 

desde un punto de vista práctico, este tipo de diseminación aérea parece tener menor importancia. 

Recientemente, se demostró que arañas, la hormiga Crematogaster peringueyi y el miriápodo 

Ommattoiulus moreleti son efectivos transportadores de hongos (Moyo et al., 2014). Los síntomas 

externos presentan una gran versatilidad, dependiendo también de factores como condiciones 

climáticas y edafológicas. Se ha demostrado que las plantas afectadas pueden desarrollar síntomas 

durante un ciclo vegetativo y no mostrarlos al año siguiente (Di Marco et al., 2000).   

Aunque existen diferencias marcadas entre los géneros de patógenos considerados, en 

general su ciclo de vida es muy similar y puede ser resumido en las siguientes fases: la invasión 

extravascular, que determina el éxito o no en alcanzar el sistema vascular; la posterior invasión 

vascular, que determina el éxito o no en colonizar el sistema vascular; la colonización 

extravascular; la destrucción de los tejidos del huésped y producción de estructuras de 
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supervivencia; la liberación de las estructuras de supervivencia en restos de madera, la producción 

de nuevas estructuras de supervivencia a través de actividades saprofíticas o por colonización de 

tejidos corticales. La colonización vascular suele estar relacionada con la virulencia del patógeno y 

su especialización vascular es probablemente el resultado de su incapacidad de evadir las defensas 

de las células del parénquima anexo al xilema en la raíz y tallo. Un gran número de  investigaciones 

concluyen que la oclusión vascular es el principal factor responsable de la marchitez, asociado a 

numerosos factores en los que intervienen la acción directa del patógeno, su interacción con la 

planta y la respuesta de ésta (Sun et al., 2011). 

El incremento observado en la incidencia de enfermedades fúngicas de la madera en plantas 

jóvenes y asimismo, durante el proceso de producción de plantas en los viveros, puede relacionarse, 

según algunos investigadores, con varios factores. En primer lugar, con una reducción en el cuidado 

sanitario del material de propagación, con lo cual se ha visto afectada la calidad de las plantas de 

vivero. En segundo lugar, con los cambios ocurridos en las prácticas culturales y manejo del viñedo, 

siendo quizás uno de las más relevantes la escasa protección de las heridas de poda en el campo que 

pueden favorecer la entrada de diferentes patógenos y finalmente, la falta de productos fungicidas 

efectivos para su control.  

Estrategias de control de enfermedades de madera de la vid 

En cuanto al control, actualmente no se dispone de ningún método de lucha eficaz contra los 

decaimientos de la madera, y es muy difícil la erradicación de estos hongos cuando ya infectaron la 

planta. Se han llevado a cabo investigaciones de la aplicación de fungicidas, por inyección directa al 

tronco, resultando inefectivas (Darrieutort y Lecomte, 2007) o de impacto muy limitado (Dula et 

al., 2007). 

El tratamiento de las heridas de poda con fungicidas tiene como objetivo inhibir el 

crecimiento miceliar por sí mismo, como también, crear una barrera física para prevenir las 

infecciones. Se han evaluado una variedad de fungicidas y las pruebas con benzimidazoles 

resultaron las más efectivas, aunque los resultados no se aplican al conjunto de hongos asociados a 

estas enfermedades (Gubler et al., 2005; Hallen et al., 2010; Sosnowski et al., 2009). La tendencia 

actual es la reducción de productos químicos debido al menor número y eficacia de las nuevas 

materias activas, a problemas de contaminación y el perjuicio que ocasionan sobre la vida humana y 

otras especies, a la aparición de resistencias a productos fitosanitarios con mayor frecuencia y al 

incremento de la producción ecológica. Las investigaciones en el campo del control biológico, 

elicitores de defensa o inoculación de hongos micorrizicos arbusculares, se proponen como buenas 

alternativas y son tema de diferentes líneas de investigación. Las medidas profilácticas y las buenas 

prácticas culturales se perfilan como la mejor estrategia para disminuir los decaimientos de la vid 

(Blanco, 2012). 
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Algunos agentes biológicos: Trichoderma harzianum (John et al., 2008) y Bacillus subtilis 

(Ferreira et al., 1999), han mostrado potencial eficiencia como tratamientos preventivos de heridas 

de poda para patógenos de madera (Eutypa lata).  

Existen estrategias de cultivo efectivas para reducir la diseminación de la enfermedad. Se 

debe realizar un seguimiento individual de los síntomas externos, identificar cepas y estudiar su 

evolución. Las heridas de poda, constituyen una vía de entrada de los hongos responsables del 

decaimiento, por lo que, para reducir la susceptibilidad de las heridas se debe: reducir la sección del 

corte de poda, no incurrir en podas de renovación excesivas, no podar cuando llueve, preferir una 

prepoda larga y una poda definitiva tardía, remover y quemar restos de poda, vides enfermas y 

madera afectada de hospederos alternativos, cubrir las heridas con un aislante (látex) con fungicida 

y desinfectar herramientas de poda. La poda en verde también reduce heridas mayores durante la 

poda en invierno. Se deben podar plantas con síntomas externos en forma separada. Es importante 

el saneamiento de las plantas durante la etapa de multiplicación en vivero utilizando medidas de 

control químico o físico. Para reponer plantas por amugronamiento, esta práctica se debe efectuar a 

partir de plantas sanas o bordes bajos del tronco y separándolas lo antes posible, realizando un 

cuidado óptimo de la nueva cepa hasta su desarrollo. En caso de recepado, deben efectuarse cortes 

hasta observar madera sin síntomas y en caso de injertación, se recomiendan realizar injertos de 

hendidura (Blanco, 2012; Césari et al., 2006; Escoriaza et al., 2005, 2008; Gatica et al., 2007; 

Sosnowski et al., 2008). El aumento de severidad de las enfermedades de madera, también es 

favorecido por condiciones de reducción de vigor de las plantas, heladas, altas temperaturas en 

verano, pobre nutrición y podas mal conducidas (Larignon y Dubos, 2000; van Niekerk et al., 

2006).   

 

1.5. Mecanismo de defensa de las plantas 

Para que se desarrolle una enfermedad, es necesaria la presencia de un patógeno virulento, 

una planta susceptible y un ambiente favorable. Uno de los primeros eventos que ocurren durante el 

contacto planta-patógeno, es el reconocimiento de uno por el otro. El fracaso de una infección 

puede ser atribuido, en parte, al reconocimiento del posible patógeno por la planta y la activación de 

mecanismos de defensa contra ese invasor (Agrios, 1996). Teniendo en cuenta su estilo de vida, los 

microorganismos patógenos se pueden dividir en necrótrofos y biótrofos (Berger et al., 2007). Los 

necrótrofos son aquellos microorganismos que destruyen los tejidos de la planta huésped y asimilan 

el contenido celular de manera saprófita. La mayoría de microorganismos han evolucionado para 

convivir con la planta huésped, se denominan biótrofos, y requieren del huésped vivo para 

completar su ciclo de vida. Además, existen patógenos vegetales que pueden mostrar ambos estilos 

de vida, según la etapa de su ciclo de vida, y se denominan hemibiótrofos.  
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Las plantas han desarrollado estrategias para protegerse de estos patógenos: defensas pasivas 

o preexistentes y defensas activas o inducibles, que se producen como respuesta al ataque del 

microorganismo. Las defensas pasivas de tipo estructural, incluyen barreras estructurales que 

suponen un primer nivel de protección pre-invasivo, para prevenir o atenuar la invasión de los 

patógenos (capas gruesas de cutícula, tricomas, deposición de ceras, pectinas, cutina, suberina, 

lignina, peroxidasas, fenoles, fibras de celulosa, calosa y proteínas de la pared celular) (Bessire et 

al., 2007; Bishop, 2002; Grobkinsky et al., 2012; Punja, 2001; Vitalini, 2012). Las defensas pasivas 

de tipo químico, son compuestos preformados y de carácter constitutivo, que limitan el 

establecimiento del patógeno y su diseminación, conocidos como fitoanticipinas o metabolitos pre-

infección (Harborne, 1999). Son compuestos de bajo peso molecular presentes en las plantas antes 

del ataque de microorganismos en suficiente concentración para inhibir al patógeno, o son 

producidas después de la infección a partir únicamente de constituyentes preexistentes (Van Etten et 

al., 1994). Se citan un gran número de estos compuestos, incluyendo fenoles y glicosinolatos 

fenólicos, lactosas insaturadas, compuestos azufrados, saponinas, glicósidos cianogénicos y 

resorcinoles (Reche et al., 2009). Los taninos encontrados dentro de la madera, son un ejemplo de 

compuestos que presentan esta propiedad (Bellow, 2012; Vitalini, 2012).  

  Las plantas poseen además, un amplio espectro de mecanismos de defensa activa o 

inducibles, que a diferencia de la respuesta pasiva, conllevan cambios en el metabolismo 

provocados por la expresión diferencial de genes. En consecuencia, para que ocurra la inducción de 

la defensa, se requiere la mediación de un sistema de reconocimiento específico planta-patógeno, el 

cual ocurre a través de la interacción de agentes elicitores del patógeno o del vegetal generados por 

la acción del patógeno, y de receptores proteicos presentes en la membrana celular de la planta 

(Montesano et al., 2003; Veronesse et al., 2003; Wang et al., 2010). La activación de estos 

receptores emite una señal primaria que desencadena una cascada de señales intracelulares, 

sincronizadas, activación de genes de defensa y producción de reacciones defensivas características 

del vegetal (Kumar et al., 2008; Thomma et al., 1998).  

Incluyen respuestas estructurales primarias de fortificación de la pared celular de (glicanos, 

pectinas, cutina, suberina, lignina, peroxidasas, fenoles, fibras de celulosa), la síntesis de calosa y la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), reacciones primarias necesarias para la 

activación de la respuesta de hipersensibilidad (HR). La HR está asociada a la muerte celular 

programada y a la síntesis de AS clave para la inducción de respuestas secundarias como 

acumulación de compuestos con actividad microbiana (fitoalexinas) y las proteínas PR (del inglés: 

“pathogenesis-related protein”) (Vitalini, 2012).  

Se ha observado, que cuando las plantas sobreviven a una infección, desarrollan a largo 

plazo y de manera sistémica en partes alejadas de donde se produjo la infección, una mayor 

resistencia a un nuevo ataque, para proteger los tejidos de la planta que no han sido dañados. Este 
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fenómeno se conoce como resistencia inducida y dependiendo del tipo de estímulo que actúa como 

inductor, y de los mecanismos responsables de la resistencia alcanzada, se conocen distintos tipos 

de resistencia inducidas, una de ellas, es la denominada resistencia sistémica adquirida (SAR) 

(del inglés “Systemic Acquired Resistance”), inducida por patógenos biotróficos, por tratamientos 

con benzotiadiazol (BTH) y con un análogo fosforado del ácido salicílico (AS). Este tipo de 

resistencia se desarrolla local y sistemáticamente y a largo plazo, en respuesta al patógeno y es 

capaz de proteger a la planta frente a un amplio rango de patógenos. Deriva de la interacción del 

huésped con un patógeno avirulento o de baja virulencia, que le confiere mayor resistencia al ataque 

posterior de patógenos más virulentos (Anderson et al., 2006; Hammerschmidt y Kagan, 2001; 

Kachroo et al., 2013; Pieterse et al., 2009; Spencer et al., 2003; Walters et al., 2009). La activación 

de la SAR, puede producirse tras la activación de las respuestas ETI o PTI y se caracteriza por la 

activación de un conjunto de genes PR (del inglés “pathogenesis related”) que codifican para 

proteínas con actividad microbiana, asimismo, se asocia con niveles elevados de la hormona AS en 

el lugar de la infección y también de manera sistémica en partes distales de la planta (Durrant y 

Dong, 2004).  

Por otro lado, se ha observado la inducción de una inmunidad similar a la inducida por los 

patógenos avirulentos, producida por microorganismos beneficiosos del suelo como los hongos 

micorrícicos arbusculares, las rizobacterias promotoras de crecimiento en plantas (Van Loon et al., 

1999) y hongos beneficiosos pertenecientes al género Trichoderma (Van der Ent et al., 2009). Esta 

respuesta se denomina resistencia sistémica inducida (ISR) (del inglés “Induced Systemic 

Resistance”), y al igual que la SAR es una resistencia sistémica, a largo plazo y de amplio espectro. 

A diferencia de la SAR, la activación de la ISR es independiente de la hormona SA, y no conlleva 

cambios importantes en la activación de genes PR. Sin embargo, su activación está regulada por las 

hormonas etileno (ET) y ácido jasmónico (AJ) (Kuc, 2000). Este tipo de defensa se asocia a un 

aumento de la capacidad de la planta para activar sus mecanismos de defensa tras el ataque de un 

patógeno, y el proceso se denomina “priming” y tiene un costo energético mínimo sobre el 

crecimiento vegetal porque sólo se desencadena la respuesta defensiva en caso de reconocimiento 

de un posible atacante (Grobkinsky et al., 2012). 

Las vías de señalización que controlan estos tipos de resistencia y las respuestas de defensa 

asociadas a ellas, han sido caracterizadas en el modelo de Arabidopsis thaliana (Van der Ent et al., 

2008; Vitalini, 2012). En general, los patógenos biotrófos parecen ser más sensibles a las respuestas 

reguladas por el AS (SAR), relacionadas con la muerte celular programada, mientras que en los 

patógeno necrótrofos, y los insectos, suelen ser sensibles a las respuestas dependientes de las 

hormonas ácido jasmónico y etileno (Glazebrook, 2005; Thomma et al., 2001; Ton y Mauch-Mani, 

2004).  
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La cascada de señalización de determinadas fitohormonas, cobran un papel esencial en la 

modulación del sistema de defensa de la planta, traduciendo estos primeros eventos de señalización 

en la activación de la respuesta de defensa más apropiada. Entre los grupos de fitohormonas 

conocidos, el ácido salicílico (AS) y ácido jasmónico (AJ) se reconocen como las principales 

hormonas de defensa de las plantas, de importancia fundamental para la señalización en las 

respuestas a estreses bióticos. El AS es una fitohormona que regula principalmente la ruta de 

señalización durante la respuesta de defensa de la planta frente a patógenos biotrófos, principal 

regulador de la muerte programada. Es un compuesto fenólico sintetizado en el lugar de la infección 

tras el ataque del patógeno mediante dos rutas enzimáticas distintas, por un lado, la asociada a la 

fenilalanina amonio liasa (PAL) y por otro lado la ruta asociada al isocorismato sintasa (ICS/SID2) 

y frecuentemente, se activa de manera sistémica, en las partes distales de la planta. El AJ y sus 

derivados, conocidos como jasmonatos, son componentes lipídicos sintetizados a través de la ruta 

de biosíntesis de oxilipinas y a diferencia del AS, suelen ser efectivos para la defensa de la planta 

frente a necrótofos e insectos (Attaran et al., 2009; Cavallo y Raggi 2002; Cheong y Choi, 2003; 

Devoto y Turner et al., 2003; Gould et al., 2009; Katsir et al., 2008; Mauch-Mani y Métraux, 1998; 

Métraux et al., 2002; Nahar et al., 2011; Robert-Seilaniantz et al., 2011; Siddiqui et al., 2004; Shah 

et al., 2003; Thaler et al., 2004; Turner et al., 2002; Vijayan et al., 1998). Las hormonas ET, ABA, 

auxinas, ácido giberelico (GA), citocininas (CK), brasinosteroides (BR) y péptidos están también 

implicadas en las vías de señalización, aunque su rol en la biodefensa está menos dilucidado (Bari 

et al., 2009; Hayes et al., 2010; Nuñez-Pastrana et al., 2011). 

Además, se han identificado productos que generan moléculas señal disparadoras de 

respuestas de defensa, denominados elicitores, como: peróxido de hidrógeno (Kauss y Jeblick, 

1996; Lopez-Delgado et al., 1998), AS (McDowell y Dangl, 2000; Pieterse y Van Loon, 1999; 

Schmelz et al., 2003), AJ (Conconi et al., 1996), etileno (ET) (Lorenzo et al., 2003; McDowell y 

Dangl, 2000; Thomma et al., 2001), tiamina (Salgado-Siclán, 2012), riboflavina (Liu et al., 2010), 

BABA (Ton y match-mani et al. 2004) y moléculas del patógeno invasor (Punja, 2001). Incluso, 

puede ser inducida por elicitores exógenos como la luz ultravioleta (Potrebko et al., 2009; Zhang y 

Bjorn, 2009).  

La respuesta de hipersensibilidad HR, es un mecanismo de defensa activo que implica el 

reconocimiento del agresor, y la expresión de respuestas de estrés oxidativo que conducen a la 

muerte celular localizada rápida de las células y/o tejidos ubicados alrededor del patógeno, asociada 

con la restricción del crecimiento del mismo (Albuquerque et al., 2010; Bellow, 2012; Godoy 

Labanca, 2002; Hammerschmidt, 2003; Martins dos Santos Soares et al., 2004; Ordeñama et al., 

2002; Perrone et al., 2003; Stuiver y Custers, 2001). Existe evidencia de que la muerte sobreviene 

por dos procesos, el primero involucra el propio metabolismo de la planta por el cual se activan 

caminos biosintéticos, asociados a sistemas antioxidantes redox y producción de especies reactivas 
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de oxígeno (compuestos o radicales libres que resultan tóxicos para ambos, patógeno y célula 

vegetal) (Renard-Merlier et al., 2007). El otro mecanismo, es una respuesta apopléctica 

genéticamente programada frente al reconocimiento del patógeno que priva a los patógenos de 

alimentación y los confina al sitio de infección (De Gara et al., 2003; Govrin y Levine, 2000). Esta 

resistencia ha sido estudiada en muchos y diversos modelos vegetales como trigo (Renard-Merlier 

et al., 2007), tabaco (Dorey et al., 1997; Greenberg, 1997), maíz, tomate y Arabidopsis thaliana 

(Sanzón y Zavaleta, 2011), etc. 

Dentro de las respuestas secundarias, las proteínas PR (pathogenicity related) poseen una 

actividad microbiana que se manifiesta notablemente por la degradación de la pared celular del 

hongo y las mismas, se caracterizan por su solubilidad, menor estabilidad en medio ácido y su 

resistencia a la proteólisis. Estas propiedades le permiten mantener condiciones desfavorables para 

la colonización de un patógeno (Lambert, 2011). Entre ellas, las más estudiadas son las enzimas 

hidrolíticas quitinasas y glucanasas (Bargabus et al., 2002; Faize et al., 2003; Graham et al., 2003; 

Little y Magill 2003; Lorito et al., 1993). También, se ha comprobado la capacidad antifúngica in 

vitro de proteínas de bajo peso molecular, como la osmotin y thaumatina (Liu et al., 1995); péptidos 

antimicrobiales como las defensinas y tioninas, cuya expresión es regulada por AJ y ET (Broekaert 

et al., 1995; Do et al., 2004; Schenk et al., 2000; Veronese et al., 2003); proteínas inactivadoras 

ribosomales (RIP) y productos que destruyen o neutralizan los productos fúngicos como 

poligalacturonasa, ácido oxálico y lipasas (Blée, 2002; Orozco de Amezquita et al., 1997; Punja, 

2001; Wegener, 2002). Por otro lado, existen mecanismos que implican modificaciones de 

morfología y estructura celular ligadas a la acumulación de ciertos compuestos. La pared celular 

está reforzada por la oxidación de constituyentes insolubles por efecto de peroxidasas, proteínas 

ricas en prolina, glicinas e hidroxiprolinas (Bellow, 2012).  

Otras respuestas secundarias corresponden a las fitoalexinas, que son aquellos compuestos, 

de bajo peso molecular, con actividad antimicrobiana, que pueden ser inducidos “de novo”, después 

de la exposición a un estrés. Estos compuestos forman parte de las barreras de las plantas, se 

presentan confinados en los tejidos y son liberados durante la infección. La inducción de 

fitoalexinas frente a una infección microbiana es reconocida como un importante mecanismo de 

defensa de las plantas y uno de los más investigados. Su producción requiere un gasto de energía 

por parte de la planta y no son esenciales para los procesos metabólicos básicos. Existen numerosos 

estudios en gimnospermas, así como en numerosas monocotiledóneas y dicotiledóneas, que 

comprueban la existencia metabolitos secundarios con un rol defensivo (Abú-Nada et al., 2007; 

Abraham et al., 1999; Ahuja et al., 2012; Boue et al., 2009; Chung et al., 2003; Gou et al., 2011; 

Hrazdina et al., 1997; Ignat et al., 2011; Kovakou et al., 2006; Lozovaya et al., 2004; Lygin et al., 

2010; Mahatma et al. 2009; Mc Nally et al., 2003; Mazid et al., 2011; Mert-Türk et al., 2003; 

Perrone et al., 2003; Salles et al., 2002). 
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El azufre elemental es la única fitoalexina inorgánica detectada y su producción en respuesta 

a hongos no ocurre en todas las plantas. Se ha encontrado en cacao, tomate, algodón, tabaco y haba 

(Williams y Cooper, 2003). En función de su origen, pueden considerarse tres tipos de fitoalexinas: 

terpenoides (isoprenoides) derivados del isopentenildifosfato (Augustin et al., 2011; De Alwis et 

al., 2009; Escoriaza, 2012; Hill y Parker, 2000; Nagegowda et al., 2008; Tholl et al., 2006), 

alcaloides derivados de aminoácidos, como los alcaloides de pirrolizidina (PAs) (Hartmann y Orber, 

2000; Joosten y Van Veen, 2011) y compuestos fenólicos derivados de la fenilalanina y la ruta de 

condensación acetato-malonato (Bellow, 2012, Danielsson et al., 2011;  Dixon, 2001; Mazid et al. 

2011).  

Dentro de los compuestos fenólicos, los denominados flavonoides constituyen una familia 

de moléculas aromáticas cuyo rol como pigmentos rojos, azules y violetas en las plantas es bien 

conocido; participan en procesos de señalización entre plantas, en la fertilidad de yemas de algunas 

especies, en procesos de defensa frente a microorganismos y en la protección frente a los rayos 

ultravioletas. Este conjunto incluye siete subgrupos de compuestos: chalconas, flavonas, flavonoles, 

flavanodioles, antocianinas, taninos condensados (proantocianidinas) y las denominadas auronas, 

encontrados en la mayoría de las plantas superiores (Winkel-Shirley, 2001). Por otro lado, se 

encuentran los estilbenos, estrechamente relacionados a los flavonoides, de gran interés para la 

salud humana (Medina-Bolivar et al., 2007; Winkel-Shirley, 2001). Su biosíntesis ha sido estudiada 

extensamente en legumbres por Laplaze et al. (1999) y McNally et al. (2003). Son considerados de 

gran importancia en los procesos de resistencia de la madera a la pudrición ya que poseen capacidad 

fungistática o fungitóxica frente a hongos de Polyporaceae, Thelephoraceae y Agaricaceae (Barry 

et al. (2001); Hart y Shrimpton, 1979). Además, existen numerosos estudios que describen la 

activación transcripcional de genes de defensa que originan producción de compuestos fenólicos en 

distintos especies vegetales (Bishop, 2002; Debona et al., 2012;  Die et al., 2009; Dodds and 

Schwechheimer, 2002; Fluhr, 2001; Gaige et al., 2010; García-Pineda et al., 2004; Gutha et al. 

2010; Hammerschmidt, 2003; Little and Magill, 2003; Moreno et al., 2009; Orozco-Cárdenas et al., 

2001; Ponciano et al., 2003; Ryan, 2000; Soria-Guerra et al., 2010; Stahl y Bishop, 2000; Stuiver y 

Custers, 2001; Tischner et al., 2010; Zheng et al., 2001). 

 

1.6. Mecanismos de defensa en Vitis vinífera. 

Entre los mecanismos de defensa pasiva, en vid, se señala la formación de aglomerados 

densos de calosa (polímetros de unidades de glucosa unidas por puentes β-1,3); o polisacáridos 

como celulosa, pectinas y lignina; extensinas (glicoproteínas ricas en hidroxiprolina constituyentes 

de la pared pecto-celulósica), sílice y compuestos fenólicos polimerizados, entre la pared celular y 

la membrana plasmática a nivel del sitio de penetración de patógeno (Boubakri et al., 2012; 
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Lambert, 2011; Repka et al., 2004. En algunas vitáceas como V. labrusca, se observan en las hojas, 

pelos que impiden la adhesión y germinación de esporas. Por otro lado, la cutícula hidrófoba, 

compuesta de ceras y cutina (poliéster de ácidos grasos) constituye una barrera física que obstruye 

el agua que necesita el microorganismo para desarrollarse.  

En referencia a mecanismos de defensa activos estudiados en vid, se incluyen la 

producción de peróxido de hidrógeno (H2O2) y especies reactivas de oxígeno (ROS) que 

producen daños oxidativos ligados a diferentes enzimas y metabolitos secundarios, así como a la 

expresión de genes asociados, que limitan el desarrollo del patógeno (Adrian et al., 2012; Berli et 

al., 2011; Dani et al., 2010; Gil et al., 2012; Lima et al., 2012; Majer et al., 2012; Pan et al., 2009; 

Pontin et al., 2010; Selma et al., 2008; Verhagen et al., 2011; Zhang et al., 2002). También se ha 

comprobado en vid la producción de HR que resulta en la muerte de células y producción de 

fitoalexinas frente a P. vitícola (Boubakri et al., 2013; Casagrande et al., 2011; Godart et al., 2009; 

Lambert, 2011); Erysiphe necator (Araya et al., 2005, Ramming et al., 2012) y B. cinerea (Deloire 

et al., 2000; Repka et al., 2006).    

Otro mecanismo de defensa activa, que es señalado en vid, consiste en la acumulación de 

proteínas PR como: β-1,3-glucanasas, quitinasas y osmotinas. Estas proteínas poseen acción 

antifúngica directa debida a la hidrólisis de la quitina estructural de las paredes fúngicas y la 

producción de fragmentos de β-1,3-glucanos y residuos de N-acétyl-glucosamina, y actúan como 

elicitores microbianos que refuerzan la señalización de respuestas de defensa en vid (Belhadj et al., 

2006; Deloire et al., 2000; Derckel et al., 1999; Jacobs et al., 1999; Kraeva et al., 1998; Lambert 

2011; Milli et al., 2012; Monteiro et al., 2003; Nookaraju et al., 2012; Polesani et al., 2010; 

Perazolli et al., 2010; Renault et al., 1997; Salzman et al., 1998; Vidal et al., 2009). Asimismo, se 

evaluó la producción de quitinasas y β-1,3-glucanasas, por aplicación de elicitores AJ (Repka et al., 

2004), Etefón (Belhadj et al., 2008), luz UV (Bonomelli et al., 2004) y AS (Derckel et al., 1996). 

Recientemente, se han identificado en vid, otras proteínas conocidas como “Lipid Transfer 

Proteins”, que interfieren en la transferencia de lípidos en las membranas celulares fúngicas 

(Lambert, 2011). Entre ellas, las defensinas, proteínas ricas en cisteína, se detectaron con actividad 

antimicrobiana frente a P. viticola y B. cinerea (Giacomelli et al., 2012; Polesani et al., 2010; Wu et 

al., 2010). 

En vid, se conoce que la SAR no sólo concierne a las células del sitio de penetración del 

patógeno, sino que se expresan también en otras partes sanas. Depende, además, de una fuerte 

acumulación de AS, refuerzo de paredes, síntesis de fitoalexinas y proteínas PR (Busam et al., 

1997; Maldonado et al., 2002; Park et al., 2007). Las rizobacterias no patógenas como 

Pseudomonas fluorescens y Bacillus subtilis aisladas de vides, inducen ISR frente hongos, bacterias 

y virus (Compant et al., 2013). El AJ y el ET regulan este tipo de resistencia en vid (Pieterse y Van 

Loon, 1999). Existen trabajos que ratifican su acción como estimuladores de defensa con resultados 
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promisorios (Barka et al., 2006; Compant et al., 2013; Conrath et al., 2002; Eftekhari et al., 2010; 

García-Garrido y Ocampo, 2002).  

Una de las respuestas de defensa secundarias más estudiadas, es la acumulación de 

fitoalexinas. Se comprobó la producción de compuestos fenólicos (isoflavonoides, estilbenos, 

fenantrenos, benzofuranos) (Chong et al., 2009; Repka et al., 2004;), terpenos (Bohlman et al., 

1998; Escoriaza, 2012; Gil et al., 2012; Hampel et al., 2005; Martin et al., 2010), enzimas 

hidrolíticas, ácidos grasos poliacetilénicos, productos de oxidación de los ácidos grasos y 

compuestos nitrogenados. Numerosos estudios demuestran que las fitoalexinas fenólicas están 

implicadas en la resistencia de Vitis spp. a Botrytis cinerea (Baarlen et al., 2007; Bessis et al., 2002; 

Borie et al., 2004; Commun et al., 2003; Coutos-Thévenot et al., 2001; Jeandet et al., 2000; Jean-

Denis et al., 2006 ; Langcake et al., 1981; Mohamed et al., 2007; Verhagen et al., 2010; 2011), a 

Peronóspora (Boubakri et al. 2012; Gindro et al., 2012; Goncalves et al., 2011; Malacarne et al., 

2011), a hongos de madera (Bruno y Sparapano, 2007a; Lima et al., 2010; Martin et al., 2009; 

Santos et al., 2006; Sun et al., 2011) y a Oidio (Schnee et al., 2008; Shiraishi et al., 2010).  

Actualmente, con el advenimiento de nuevas técnicas moleculares, ha sido posible 

profundizar los estudios de activación transcripcional de genes de defensa, relacionados con el 

refuerzo de paredes celulares, producción de fitoalexinas y síntesis de proteínas con actividad 

hidrolíticas inhibidoras de B. cinerea (Caillot et al., 2012; Figuereido et al., 2008); P. viticola (Dai 

et al., 2012; Legay et al., 2011; Polesani et al., 2008); Xyllela fastidiosa (Shi et al., 2013); la 

enfermedad Bois Noir producida por un fitoplasma (Albertazzi et al., 2009); filoxera (Dietrich et 

al., 2010) y Erysiphe necator (Fekete et al., 2009, Wakefield et al., 2011).  

A nivel mundial, prospera la aplicación de elicitores sobre el follaje del viñedo, los cuales, 

incrementan la tolerancia de las plantas frente a distintos organismos (Romanazi et al., 2013). Se 

han estudiado un amplio rango de factores bióticos o abióticos, que pueden elicitar los mecanismos 

de defensa de la vid frente a P. viticola y B. cinerea dentro de los cuales se incluyen: β-glucanos 

llamados laminarinas (polimeros de glucosa unidas por puentes β), liberados por la degradación de 

la celulosa vegetal por acción de celulasas microbianas o inversamente, por o por la degradación de 

la pared fúngica debido a β-glucanasas vegetales (Aziz et al., 2004; Trouvelot et al., 2008); 

ergosterol, componente de la membrana de células fúngicas (Laquitaine et al., 2006); quitosano, 

formado por oligómeros de quitina desacetilada (Barka et al., 2004; Nascimento et al., 2007; Trotel-

Aziz et al., 2006); benzo(1,2,3)tiadiazol-7-carbotioato de S-metilo (BTH), análogo del AS (Harm 

et al., 2011; Iriti et al., 2004; Perazzolli et al., 2008); etefón, precursor del etileno (Belhadj et al., 

2008); JA y MeJa (Belhadj et al. 2006; Donnez et al., 2011; Larronde et al., 2003; Repka et al. 

2004); ácido β-aminobutirico (BABA) (Fischer et al., 2009; Hamiduzzaman et al., 2005; Harm et 

al., 2011; Khiook et al., 2013; Slaughter et al., 2008; Steimetz et al., 2012; Tassoni et al., 2012); 

AS (Nikfardjam et al., 1999); salicilato de sodio (NaSA) y ácido isonicotínico (INA) (Zhang et 
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al., 2001); diaminobenzidina (DAB) (Trouvelot et al., 2008), bestatina (Repka, 2002), 

tunicamicina (Repka et al., 2006; Repka y Fischerová, 2001), sulfato de cobre (Aziz et al., 2006), 

Cl3Al (Adrian et al., 1996; Borie et al., 2004; Jeandet et al., 2000), indanoylisoleucina (In-Ile), N-

linolenoyl-l-glutamina (Lin-Gln) (Cai et al., 2012), antraquinonas, ácido 8-β-aminobutirico y 

fosetil-Al (Schnee, 2013). Además, se ha reportado que determinados niveles de radiación de luz 

ultravioleta inducen la expresión de varios genes usualmente involucrados en respuestas de defensa 

en vid.  

En particular, cuando la vid se encuentra frente hongos de madera, responde con la 

deposición de suberina y modificaciones anatómicas de xilema y floema para restringir los agentes 

patógenos dentro de los vasos conductores, e impedir la circulación sistémica de las toxinas que 

éstos producen. Se sabe que esta oclusión está controlada por la vía de señalización del ET 

(Pouzolet, 2012; Sun et al., 2007, 2011; Troccoli et al., 2001). Asimismo, se ha comprobado la 

transcripción de genes de defensa que codifican para proteínas PR que se acumulan en hojas 

afectadas con enfermedades de madera de la vid (Camps et al., 2010; Letousey et al., 2010; Rotter 

et al., 2009; Valtaud et al., 2009). También, se ha demostrado que los compuestos fenólicos se 

acumulan en los vasos xilemáticos y células adyacentes a aquéllas infectadas, produciendo la 

obstrucción de los vasos (Del Río et al., 2004; Troccoli et al. 2001).  

 

1.7. Justificación del trabajo. Hipótesis y objetivos de la investigación 

A nivel internacional, existen métodos de control eficaz de las enfermedades Oidio, 

Peronóspora y Podredumbres de la vid. Por el contrario, las enfermedades de la madera de la vid, no 

poseen método efectivo de control. El control de estas enfermedades es difícil debido a la 

diversidad de especies en juego, la aparición de síntomas externos azarosa y después de un período 

de incubación largo (7 años o más) y  en consecuencia, por la falta de fungicidas homologados.  

En Argentina, durante mucho tiempo, la falta de conocimientos etiológicos, epidemiológicos 

y de medidas de control curativas, contribuyeron a la creciente  incidencia y severidad de la Hoja de 

malvón y el decaimiento de vides jóvenes, dañando el patrimonio vitícola, base de la economía 

regional de Cuyo. Asimismo, la insuficiente legislación que regula la sanidad de las plantas 

provenientes de vivero, sumada a la carencia en las metodologías rápidas de detección molecular, 

han provocado una disminución de calidad sanitaria de viñedos jóvenes.  

Por lo expuesto, existe una creciente tendencia mundial a investigar este tipo de 

enfermedades, evaluándose prácticas culturales preventivas, la eficacia de distintas moléculas 

químicas, orgánicas y antagonistas biológicos.  

En los últimos años, se han planteado estrategias para reducir la enfermedad, aumentando la 

resistencia natural de la planta a través del enriquecimiento de la concentración endógena de sus 



INTRODUCCION GENERAL Capítulo I 
 

Cecilia Alicia CÉSARI 44 

propios metabolitos antifúngicos. Se ha priorizado la identificación de los mecanismos responsables 

de producir la respuesta como así también, la búsqueda de moléculas capaces de estimular esas 

reacciones de carácter antifúngico a fin de explorar la eficacia de la aplicación exógena de 

fitoalexinas en los viñedos para aumentar la tolerancia a enfermedades.  

En relación a la protección medioambiental, es indiscutible que optimizar la resistencia 

vegetal, mediante la propia generación endógena de productos antimicrobianos, es la mejor 

estrategia para la disminución del uso de fertilizantes y pesticidas sintéticos en la producción 

agrícola, con la consiguiente disminución de su impacto ambiental. Por último, es importante 

destacar el importante efecto sobre el consumo de uva y de vinos, de la obtención de productos 

naturalmente enriquecidos en trans-resveratrol, la fitoalexina más importante estudiada en vid y 

cuyos efectos benéficos sobre la salud humana han sido comprobados.  

El presente trabajo de investigación contribuye al conocimiento etiológico de especies de 

Botryosphaeriaceae, familia de uno de los hongos que provocan hoja de malvón y decaimiento de 

vides jóvenes, lo que se considera esencial para desarrollar métodos de control racionales que 

permitan prevenir y manejar estas enfermedades. Se busca asimismo, el reconocimiento de 

variedades tolerantes, contribuir a la determinación del rol de los compuestos fenólicos en la 

defensa de la vid y los mecanismos por los cuales expresan esa tolerancia, lo que constituye una 

alternativa potencial de control y podría incorporarse a programas de certificación sanitaria.  

 

En respuesta a las necesidades planteadas, se plantean las siguientes hipótesis de trabajo:  

Capitulo II: 

­ Hipótesis 1: Especies de Botryosphaeriaceae integran una comunidad y están comúnmente 

diseminadas en los viñedos de las distintas regiones agroclimáticas argentinas donde se realiza el 

cultivo de la vid, causando decaimiento y muerte de plantas.  

­ Hipótesis 2: El empleo de caracteres morfológicos y culturales permiten una caracterización útil 

aunque limitada, de las especies fúngicas de la familia Botryosphaeriaceae de Argentina. 

­ Hipótesis 3: La utilización de las técnicas moleculares permite el desarrollo de métodos 

selectivos de detección de patógenos y a través de estudios comparativos entre los datos 

morfológicos y moleculares, se puede caracterizar e identificar fehacientemente las especies del 

género fúngico en estudio.  

Capitulo III: 

­ Hipótesis 1: Es posible establecer plantas en condiciones in vitro y luego condiciones de 

invernáculo, a partir de estacas de vid de Vitis Vinifera L. cvs Chardonnay, Malbec, Pinot Noir, 

Pedro Giménez, Criolla Chica, y Vitis spp. (110R, 5BB, Vitis riparia, Vitis rupestris).  
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­ Hipótesis 2: La vid está expuesta a enfermedades originadas por hongos de madera y posee un 

sistema de defensa por el cual puede detectar y responder a la presencia de los patógenos 

asociados. 

­ Hipótesis 3: En vid, el ataque de especies de Botryosphaeriaceae promueve la síntesis de 

fitoalexinas de naturaleza estilbénica: resveratrol y derivados. Por lo que es posible establecer una 

escala de tolerancia de las distintas variedades de vid, al hongo L. theobromae, en función de sus 

respuestas de defensa y producción de resveratrol. 

­ Hipótesis 4: En vid mantenida en condiciones in vitro, L. theobromae promueve la producción 

diferencial de resveratrol en el tiempo, en una variedad tolerante respecto a una susceptible. 

 

Asimismo, se plantean entonces los objetivos para cada hipótesis planteada: 

Capitulo II: 

­ Objetivo 1: Aislar y purificar aislamientos de Botryosphaeriaceae procedentes de vides con 

síntomas de enfermedades fúngicas de madera de distintas zonas vitícolas argentinas. 

­ Objetivo 2: Caracterizar una colección de aislamientos argentinos de Botryosphaeriaceae, 

provenientes de distintas zonas vitícolas argentinas a través de métodos morfológicos clásicos. 

­ Objetivo 3: Optimizar técnicas de extracción, amplificación, purificación y secuenciación de 

DNA de Botryosphaeriaceae, que permitan la detección rápida y rutinaria de especies de dicho 

género y asimismo, analizar en conjunto variables morfológicas y moleculares determinando la 

diversidad de especies presentes en nuestras zonas vitícolas.  

Capitulo III: 

­ Objetivo 1: Optimizar los protocolos de obtención de vides en condiciones in vitro y de 

invernáculo, a partir de plantas de Vitis Vinifera L. cvs Chardonnay, Malbec, Pinot Noir, Pedro 

Giménez, Criolla Chica, y Vitis spp. (110R, 5BB, Vitis riparia, Vitis rupestris.  

­ Objetivo 2: Identificar y evaluar respuestas de defensa de Vitis spp. frente a la inoculación con 

Lasiodiplodia theobromae, empleando parámetros de crecimiento in vitro y en condiciones de 

invernáculo. 

­ Objetivo 3: Desarrollar un método de extracción e identificación de resveratrol y/o sus derivados 

en hoja, a partir de plantas en maceta en condiciones de invernáculo, determinar si el ataque del 

hongo L. theobromae promueve su producción y definir una escala de tolerancia para las Vitis 

spp. en función de las respuestas de defensa obtenidas y la producción de resveratrol frente al 

ataque del patógeno. 

­ Objetivo 4: Estudiar en el sistema in vitro, la producción de resveratrol en una variedad 

susceptible y en una tolerante, a las 8 h, 24 h y 48 h desde la inoculación con L. theobromae. 
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2.1. INTRODUCCIÓN   

2.1.1. Hospederos y síntomas de especies de la familia Botryosphaeriaceae. 

La familia Botryosphaeriaceae incluye géneros y especies de distribución cosmopolita, en 

zonas de clima templado y tropical (Jacobs y Rehner, 1998). Representa un grupo diverso de 

hongos ascomicetes, que colonizan especies leñosas de interés forestal así como árboles frutales de 

importancia económica mundial, comportándose como endófitos, saprófitos o patógenos 

oportunistas (Abdollahzadeh et al., 2013; Pavlic et al., 2004; Twizeyimana et al., 2013).  

Entre las numerosas especies leñosas de interés forestal en las que se han descrito especies 

de Botryosphaeriaceae responsables de cancros y muerte de ramas, se cita a coniferas (Alves et al., 

2013; Bihon et al., 2010; De wet et al., 2008; Golzar y Burgess, 2011; Luchi et al., 2011; Slippers 

et al., 2005b), eucaliptos (Chen et al., 2011; Mohali et al., 2007; Pavlic et al., 2007; Pérez et al., 

2010; Slippers et al., 2007; Taylor et al., 2009), robles (Alves et al., 2004; Lynch et al. 2013), 

álamos (Phillips, 2000), acacias (Jami et al., 2012a,b, 2013) y catalpas (Begoude et al., 2010). 

En frutales, también se encuentran especies de Botryosphaeriaceae causantes de cancros, 

gomosis y muerte de ramas. Se citan en durazneros (Damm et al., 2007; Eskalen et al., 

2013; Slippers et al., 2007; Thomidis et al., 2011), perales (Shah et al., 2010), almendros (Eskalen 

et al., 2013; Inderbitzin et al., 2010) y manzanos (Phillips et al., 2012; Shah et al., 2010). También, 

producen daños y pérdidas económicas en kiwis (Pennycook y Sammuels, 1993), papayas (Netto et 

al., 2014; Machado et al., 2014); mangos (Batista et al., 2012; Ismail et al., 2013a,b; Marques et 

al., 2013; Slippers et al., 2007a,b; Sakalidis et al., 2011a,b,c,d), citricos (Adesemoye et al., 2010; 

Adesemoye y Eskalen, 2011; Eskalen et al., 2013;), paltos (Eskalen et al., 2013; Twizeyimana et 

al., 2013); frutillas (Espinosa et al., 2009); pistachos (Latorre et al., 2012; Ma y Michailides, 

2002; Wunderlich et al., 2012), arándanos (Espinoza et al., 2009; Latorre et al., 2012; Phillips et 

al., 2006; Sammonds et al., 2009), nogales (Crous et al., 2007) y olivos (Moral et al., 2008; 

Latinovic et al., 2013; Lazzizera et al., 2008; Phillips et al., 2012). 

En la última década, especies de Botryosphaeriaceae han ganado reconocimiento como 

patógenos de la madera y han sido reportadas como causa principal del decaimiento de vides en 

Australia (Epstein et al., 2009; Pitt et al., 2013,b; Qiu et al., 2011; Savocchia et al., 2007; Trouillas 

et al., 2011; Whitelaw Weckert et al., 2013; Wunderlich et al., 2011), Sudáfrica (Van Niekerk et 

al., 2006, 2010), Nueva Zelanda (Amponsah et al., 2009; Baskarathevan et al., 2012a,b; Billones-

Baaijens et al., 2013b,c; Bonfiglioli y Gregor, 2006;), Portugal (Sofía et al., 2013), China (Yan et 

al., 2013), España (Aroca et al., 2006; Gramaje et al., 2009; Luque et al., 2014; Martin y Cobos, 

2007; Martin et al., 2011; Moreno-Sanz et al., 2013), Iran (Mohammadi et al., 2013), Croacia 

(Kaliterna et al., 2013), Francia (Fussler et al., 2008, Kuntzmann et al., 2010, Larignon et al., 2012 

), Italia (Burruano et al., 2008, Chebil et al., 2013; Linaldeddu et al., 2010, Mondello et al., 2013 y 
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también ha sido aislada frecuentemente en Mexico (Candolfi-Arbello et al., 2011, Urbez-Torres et 

al., 2008), Chile (Bessoin et al., 2013, Diaz et al., 2013), Brasil (Correia et al., 2013;), Uruguay 

(Abreo et al., 2013), Estados Unidos (Baumgartner et al., 2013; Eskalen et al., 2013; Michailides 

et al., 2012, Pintos et al., 2011; Spagnolo et al., 2011; Urbez-Torrez et al., 2006, 2007, 2009) y 

Canadá (Urbez-Torrez et al., 2013).                             

En general, los síntomas producidos comprenden: debilitamiento y muerte de brotes, 

crecimiento reducido, clorosis, decaimiento y muerte de brazos de la cepa a largo plazo. También se 

citan mortalidad de yemas (Andreini et al., 2013) y lesiones en las flores, racimos y bayas 

(Larignon y Dubos, 2001; Leavitt, 2003; Spagnolo et al., 2014; Yan et al., 2013). Además, se 

producen cancros y distintas necrosis internas en la madera, generalmente sectoriales en forma de V 

en corte transversal y un estriado negro longitudinal alrededor de la médula. Se mencionan, además, 

como causantes de la unión incompleta de injerto. El desarrollo de los síntomas es lento, conduce a 

la reducción de vigor y producción y se acrecientan en condiciones de estrés o daños mecánicos 

(Agustí-Brisach et al., 2013a,b; Amponsah et al., 2009, 2011; Baskarathevan, 2012; Berstch et al., 

2013; Besoain et al., 2013; Chebil et al., 2013; Díaz et al., 2013; Eskalen et al., 2013; Fourie y 

Hallen, 2004; Gimenez-Jaime et al., 2006; Gubler et al., 2005; Larignon, 2010, 2011; 2012; 

Larignon and Dubos, 2001b; Larignon et al., 2009; Lehoczky, 1974; Linaldeddu, 2010; Luque et 

al., 2005; Magnin-Robert et al., 2011; Phillips, 2002; Savocchia et al., 2007; Stanosz et al., 2001; 

Taylor et al., 2005; Úrbez-Torres et al., 2006a, 2007; Urbez-Torres y Gubler, 2009; Van Niekerk et 

al., 2004, 2006; Von Arx, 1987).   

Si bien, existe un conjunto de hongos asociados a las enfermedades de madera, especies de  

Botryosphaeriaceae son frecuentes en campo afectando a la vid, tienen una dispersión aérea y 

penetran principalmente por las heridas producidas en la poda (Luque et al., 2014; Mugnai et al., 

1999; Rolshausen et al., 2011; Surico et al., 2006; Van Niekerk et al., 2006). Recientes 

investigaciones han destacado el papel que el material vegetal producido en viveros puede tener 

sobre su incidencia y diseminación y evalúan potenciales puntos de infección, durante la producción 

de plantas (Agustí-Brisach et al., 2014; Aroca et al., 2010; Billones-Baaijens et al., 2013 a,b; 

Gramaje y Armengol, 2011). 

En Argentina, se obtuvieron a partir de vides con hoja de malvón, colonias de 

Botryosphaeriaceae que correspondieron a los hongos de mayor frecuencia de aparición, junto con 

I. jamaisensis. Inclusive, especies de esta familia fúngica, mostraron los mayores valores de 

frecuencia de aislamiento en plantas jóvenes con decaimiento y necrosis en madera. A propósito, 

los ensayos de su patogenicidad in vitro y a campo resultaron positivos (Gatica et al., 2000). Sin 

embargo, la diferenciación de géneros no está totalmente dilucidada, requiriendo su identificación 

molecular a nivel de especie. En este capitulo se presentan y discuten nuevos estudios morfológicos, 

culturales y moleculares en especies de Botryosphaeriaceae obtenidos en zonas vitícolas argentinas. 



INTRODUCCIÓN Capítulo II 
 

Cecilia Alicia CÉSARI 68 

  2.1.2. Taxonomía de Botryosphaeriaceae 

El género Botryosphaeria Ces & De Not. se clasifica dentro de los Ascomicetos, en la clase 

Dothideomycetes, Orden Botryosphaeriales y Familia Botryosphaeriaceae (Hawksworth et al., 

2011; Kirk et al., 2008; Schoch et al., 2006). Este género fue propuesto en 1863, por De Cesati y de 

Notaris y fue luego rectificado por Saccardo, (1877), utilizando como especie tipo a Botryosphaeria 

dothidea (Moug.) Ces. & De Not. (Denman et al., 2000).  

La taxonomía del género y las especies en esta familia ha sido inconsistente, permaneciendo 

confusa por mucho tiempo. Estudios de Slippers et al., (2004) reportaron que los caracteres 

sexuales (teleomorfos) difieren en los distintos hospederos y no son distintivos a nivel de especie y, 

la resolución de las técnicas moleculares que han conducido a la reclasificación de algunas especies 

y descripción de nuevas (Crous et al., 2006; Phillips et al., 2002a,b, 2008, 2013; Slippers et al., 

2004 a,b,c,d), han aumentado las dificultades en la identificación de hongos de este género.   

Phillips et al., (2013) presentaron las más recientes descripciones detalladas de la familia 

Botryosphaeriaceae en plantas leñosas. Asimismo, el Dr. Phillips, de la Universidad Nova de 

Lisboa (Portugal) desarrolló una página web, que incluye descriptores morfológicos y citas 

bibliográficas: http://crem.fct.unl.pt/botryosphaeriasite.   

Estos hongos presentan una fase sexual (teleomórfica) escasa en la naturaleza y una fase 

asexual (anamórfica) abundante. La forma sexual de estas especies de Dothideomicetes, se 

caracteriza por formar ascos bitunicados (con doble pared) en el interior de lóculos estromáticos o 

ascocarpos. Las especies del género Botryosphaeria, desarrollan micelio gris-verdoso en el interior 

del tejido vegetal y ascocarpos oscuros dispersos. Durante la maduración, lesionan el tejido vegetal 

produciendo pseudotecios que contienen a los ascocarpos, y en su interior se sitúan ascos 

conteniendo ocho ascosporas, de aspecto hialino, forma elipsoide u ovoide, generalmente aseptadas 

con la parte central más gruesa, a veces con una o dos septas (Slippers et al., 2004a; Crous et al., 

2006; Denman et al., 2000; Phillips et al., 2005a,b). Los teleomorfos de éste género, tienen también 

la capacidad de formar pequeñas células sexuales llamadas espermacias, que son transportadas por 

insectos, agua o viento y son responsables de la aparición de los estados teleomórficos (ascocarpos) 

cuando entran en contacto con hifas receptoras. Para que la espermatización tenga lugar, son 

necesarios dos talos fúngicos sexualmente compatibles, lo que, a menudo, dificulta la aparición del 

estado teleomórfico. Por este motivo, las especies pertenecientes al género Botryosphaeria se aislan 

muy difícilmente en el medio natural, en su estado teleomórfico y, además, las características de los 

teleomorfos varían muy poco entre las diferentes especies. 

Los conidios de Botryosphaeriaceae, presentan una variación considerable entre géneros y 

especies. Por todo esto, las identificaciones se realizan según las características de su estado 

anamórfico (Crous et al., 2006; Denman et al., 2000;  Jacobs y Rehner, 1998).  

http://crem.fct.unl.pt/botryosphaeriasite
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En la década pasada, se han definido cambios sustanciales en la definición de géneros 

sexuales y asexuales relacionados con Botryosphaeriaceae (Crous et al., 2006; Liu et al., 2012; 

Phillips et al., 2008). Numerosos estudios corroboraron la división de especies en dos únicos 

géneros anamórficos: tipo-Diplodia, de conidios elipsoidales pigmentados con paredes gruesas, 

aseptados o con una septa, de >10 μm de ancho y el tipo-Fusicoccum, de conidios fusiformes 

hialinos, paredes delgadas y normalmente sin septa, y de <10 μm de ancho (Phillips, 2002; Phillips 

et al., 2013; Denman et al., 2000, Alves et al., 2004, Slippers et al., 2004a; van Niekerk et al., 

2004; Zhou y Stanosz, 2001). Posteriormente, han surgido nuevos géneros y según las nuevas 

metodologías de análisis molecular, los géneros anamorfos que actualmente se consideran en vid, 

son: Diplodia, Dothiorella, Fusicoccum, Neofusicoccum y Lasiodiplodia (Denman et al., 2000; 

Phillips et al., 2005; Pavlic et al., 2008, 2009a,b; Crous et al., 2006).  

La identificación de anamorfos, teleomorfos y su correspondiente relación se basa tanto en 

las características morfológicas como en la secuenciación de su ADN (Slippers et al., 2004; 

Slippers et al., 2007b).  

La utilización de la nomenclatura “Botryosphaeria” no es taxonómicamente correcta, para 

hacer referencia a los géneros similares entre sí, que incluyen Diplodia, Lasiodiplodia, 

Neofusicoccum y otros, cuya forma sexual se describe como Botryosphaeria. Actualmente, se 

utiliza el nombre del anamorfo como nombre válido para la especie, independientemente de si se 

conoce la forma sexual o no (Phillips et al., 2007; Moral et al., 2008). Esta convención ha sido 

aplicada desde los cambios introducidos por Crous et al., 2006 y es consistente con las recientes 

decisiones de inhabilitar el sistema de nomenclatura dual para la taxonomía de hongos 

(Hawksworth et al., 2011; Wingield et al., 2012). 

 

2.1.3. Biología de Botryosphaeriaceae  

Los miembros de la familia Botryosphaeriaceae producen esporas en dos tipos de cuerpos 

fructíferos llamados peritecios (ascosporas) y picnidios (conidios), representando los estadíos 

teleomórfico (sólo en los casos en los que aparecen) y anamórfico del hongo, respectivamente 

(Eskalen et al., 2013). El estado asexual (anamorfo) es el comunmente observado en la naturaleza 

(Jacobs et al., 2008). Los mismos, se encuentran localizados sobre la corteza, las heridas de poda y 

pueden sobrevivir como saprófitos en la madera muerta, en el suelo. Kuntzmann et al., (2010) 

confirmaron en Francia, que los conidios asexuales, son diseminados durante el período vegetativo 

de la vid, en condiciones húmedas y lluviosas. Penetran a la vid por las heridas de poda o el injerto 

y colonizan la madera permaneciendo en estado endófito o patógeno latente. Asimismo, se 

transmiten durante la multiplicación de plantas cuando se utiliza material madre contaminado 

(Gramaje y Armengol, 2011).    
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2.1.4. Características morfológicas de Botryosphaeriaceae 

En la familia Botryosphaeriaceae, la morfología del estado teleomórfico difiere muy poco 

entre especies, es un estado escaso en la naturaleza y no se pueden obtener en cultivo artificial. Por 

el contrario, se ha determinado un amplio rango dentro de los anamorfos y es en este estado, en que 

se realizan las identificaciones.  

De forma generalizada las especies presentan un crecimiento rápido en medio de cultivo (5 a 

10 mm día-1). El micelio presenta inicialmente una coloración blanquecina que rápidamente 

adquiere una tonalidad grisácea conformando un micelio aéreo denso. 

La caracterización de especies se basa en la morfología de las colonias y en el tamaño, color, 

septación y textura de los conidios (Jacobs y Rehner, 1998; Pennycook and Samuels, 1985; 

Denman et al., 2000; Zhou et al., 2001). Además, el uso de la tasa de crecimiento miceliar a 

diferentes temperaturas y a la temperatura óptima complementan efectivamente la identificación de 

especies (Alves et al., 2006a,b; Crous et al., 2006; Denman et al., 2000; Phillips et al., 2002; 

Slippers et al., 2004a,b). 

Esta familia se caracteriza por: Ascomata uni a multilocular con paredes castañas, en 

multicapas, aislados o en grupos e incrustados en tejido estromático. Ascos bitunicadas, de paredes 

gruesas, clavados, pediceladas o sésiles, con una cámara apical muy desarrollada. Presencia de 

pseudoparáfisis hialinos, septados, ramificados o no. Ascosporas hialinas o pigmentadas, septadas o 

no, elipsoides a ovoides, con o sin apéndices mucoides. 

Los anamorfos presentan conidiomata picnidial uni a multilocular, incrustado en tejido 

estromático, células conidiogénicas hialinas, fialídicas. Conidios hialinos o pigmentados, septados o 

aseptados, de paredes delgadas o gruesas (Abdollahzadeh et al., 2010; Crous et al., 2006; Denman 

et al., 2000; Phillips et al., 2008). 

 

2.1.5. Identificación molecular de Botryosphaeriaceae 

La producción de picnidios y conidios en medio de cultivo artificial no es factible en algunas 

especies y los caracteres morfológicos pueden estar sometidos a la subjetividad de quien los analiza, 

no ser apreciables a simple vista o bien, las homologías no se pueden definir inequívocamente, en 

consecuencia, la identificación resulta laboriosa, requiere amplia experiencia y no siempre es 

exitosa. La insuficiente resolución taxonómica asociada al efecto del medio ambiente en la 

expresión génica y cierto grado de subjetividad en el criterio del investigador en los métodos 

morfológicos, han propiciado el uso de técnicas moleculares.  

Las técnicas más utilizadas en la diferenciación entre especies estrechamente relacionadas 

de Botryosphaeriaceae, y que han facilitado de gran manera los estudios moleculares en todos los 

ámbitos científicos, son los marcadores bioquímicos como las isoenzimas y marcadores basados en 
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el ácido desoxiribonucleico (ADN) como los basados en la reacción en cadena de la polimerasa 

PCR (polymerase chain reaction), que a través de ciclos repetidos de desnaturalización térmica, 

hibridación de cebadores con cadenas opuestas del ADN de la muestra y la extensión, se produce 

una acumulación exponencial del fragmento de ADN blanco (De la Fuente, 2009), PCR anidada 

(Billones-Baaijens, 2011), los RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA = Polimorfismo de 

ADN amplificado por cebadores arbitrarios) (De Wet et al., 2000, 2008a,b; Stanosz et al., 1998; 

Shah et al., 2010; Smith et al., 2001), SSR (Simple Sequence Repeats = Secuencias simples 

repetidas = microsatélites) (Ma et al., 2001; Bihon et al., 2010; de Wet et al., 2008; Shah et al., 

2010) y AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms = Polimorfismo en la longitud de los 

Fragmentos Amplificados) (Alves et al., 2005; Chen et al., 2011; Gezahgne et al., 2004; Martin y 

Cobos 2007; Piskur et al., 2012; Slippers et al., 2004; Pavlic et al., 2007). Otra de las técnicas más 

frecuentes, que suele aplicarse cuando los métodos moleculares de amplificación por PCR no 

detectan polimorfismo, es el secuenciado directo del producto amplificado por PCR y el análisis 

comparativo de secuencias nucleotídicas de genes o regiones de ADN mitocondrial, nuclear y ARN 

ribosomal en bases de datos GenBank y/o EMBL.  

La combinación de características culturales y los datos moleculares, definen claramente la 

diferencia entre especies de Botryosphaeriaceae aisladas de vides con síntomas (Amponsah et al., 

2009; Besoain et al., 2013; Fischer y Kassemeyer, 2003; Martin y Cobos, 2007; Linaldeddu et al., 

2010; Qiu et al., 2011; Úrbez-Torres et al., 2006, 2007).  

Son muchos los genes y regiones estudiadas hasta el momento y el espaciador interno 

transcripto (ITS) del ADN ribosomal (ADNr) completo, de 600 a 800 pb (Figura 2.1), se ha 

seleccionado como “el código de barras” del genoma de los hongos (Schoch et al., 2012). El 

mismo, puede amplificarse fácilmente con cebadores universales (Alves et al., 2004; Denman et al., 

2003; Farr et al., 2005; Flowers et al., 2003; Glen et al., 2007; Gure et al., 2005; Inderbitzin et al., 

2010; Ma y Michailides, 2002; Mohali et al., 2007; Mehl et al., 2011; Oliveira-Costa et al., 2010; 

Phillips et al., 2002, 2007; Pavlic et al., 2007; Piskur et al., 2012). La principal razón para ello se 

encuentra en que es un gen multicopia que contiene regiones que no codifican para proteínas 

repetidas en tándem. La región del ADN ribosómico incluye el gen 18S (región denominada SSU), 

el espaciador intergénico ITS1, el gen 5.8S, el espaciador ITS2 y el gen 28S (denominado LSU) que 

son conservadas y muestran baja variabilidad (Figura 2.1). 

 

 
Figura 2.1. Esquema de una unidad de ADNr y localización de los iniciadores universales ITS4, 

ITS1 y NL4 utilizados (Slippers et al., 2004a).   
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Se reportan numerosos estudios que han estudiado especies de Botryosphaeriaceae 

empleando la región ITS del ADN ribosomal: Chebil et al. (2013) identificaron aislamientos de 

Diplodia seriata, Botryosphaeria dothidea y de Neofusicoccum luteum en vides de dos a cinco 

años, con síntomas de declinamiento y cancros, provenientes de Tunisia, África; Ammad et al. 

(2014) identificaron D. seriata, B. dothidea y N. parvum en vides con declinamiento en Algeria; 

recientemente, Yan et al. (2013) identificaron B. dothidea, D. seriata, Lasiodiplodia theobromae y 

N. parvum, en vides con síntomas en China; Baskarathevan et al. (2012b) identificaron especies 

utilizando análisis PCR-RFLP de la región ITS (N. parvum, N. luteum, N australe, N. ribis, D. 

mutila, D. seriata, B. dothidea, Dothiorella ibérica y Dothiorella sarmentorum) para determinar la 

incidencia y distribución de Botryosphaeriaceae en vides con declinamiento de Nueva Zelanda y 

Linaldeddu et al. (2014) estudiaron la diversidad de especies asociadas con el declinamiento de 

vides en viñedos de Sardinia, Italia e identificaron D. seriata y N. parvum. Incluso, D. olivarum y 

D. africana fueron reportadas por primera vez en vid y describieron una nueva especie en vid: 

Lasiodiplodia mediterránea. En el vecino país de Chile, se han estudiado especies de 

Botryosphaeriaceae produciendo cancros en vides de vinificar y vides para uva de consumo en 

fresco. Besoain et al. (2013), identificaron a partir del análisis de la región ITS del ADN ribosomal, 

en conjunto con el análisis de la subunidad 2 de la sección β-tubulina, razas de N. australe 

patógenas de madera, en vides cv. Cabernet Sauvignon procedentes de viñedos de la zona central de 

Chile, de 5 a 19 años, con síntomas de entrenudos cortos, muerte de brazos y necrosis sectoriales en 

tronco. Asimismo, Díaz et al. (2011b) identificaron aislamientos de N. parvum, en vides de cvs. 

Cabernet Sauvignon, Carménere, Red Globe, Syrah y Thompson Seedless con declinamiento y 

necrosis sectoriales en la maderaen viñedos localizados en los valles de Maipo y Colchagua. En 

Perú, Rodríguez-Gálvez et al. (2015), aislaron e identificaron a L. theobromae, a partir de plantas 

cv. Red Globe de viñedos de las regiones de Piura y Chira, con síntomas de decaimiento y necrosis 

características.  

También, se han estudiado genes estructurales que codifican para proteínas, como la β-

tubulina, el factor de elongación (EF-1α), la región D1/D2 del ADN ribosomal (NL4), entre 

otros (Abdollahzadeh et al., 2013; Alves et al., 2004; Denman et al., 2003; Damm et al., 2007; Glen 

et al., 2007; Inderbitzin et al., 2010; Lazzizera et al., 2008; Marincowitz et al., 2008; Michailides et 

al., 2010; Mehl et al., 2011; Mohali et al., 2007; Ogata et al., 2000; Oliveira-Costa et al., 2010; 

Phillips et al., 2005, 2006, 2008; Sakalidis et al., 2011; Smith y Stanosz, 2006; Slippers et al., 

2004a,b, 2007, 2005). En 2013, Mohammadi y colaboradores, identificaron las especies D. seriata y 

N. parvum en vides con síntomas de declinamiento ubicadas en distintas provincias de Iran. 

Igualmente, Akgul et al. (2014) identificaron B. dothidea, D.seriata, L. theobromae y N. parvum en 

vides afectadas de la región Aegean, al oeste de Turquía. 
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Para determinar la diversidad genética de Botryosphaeriaceae, se efectúa principalmente el 

análisis de marcadores RAPDs y secuenciación de ADN en la region ITS ribosomal (Amponsah 

et al., 2009; Besoain et al., 2013; Crous et al., 2006; Denman et al., 2000; Díaz et al., 2013; Fischer 

y Kassemeyer, 2003; Linaldeddu et al., 2010; Luque et al., 2005; Martin y Cobos, 2007; Phillips et 

al., 2002, 2008; Qiu et al., 2011; Slippers et al., 2004a, 2007; Taylor et al., 2005; Úrbez-Torres et 

al., 2006, 2007b). En estos estudios se amplifican regiones ITS, por medio de la reacción PCR para 

luego ser tratados con endonucleasas de restricción que generan fragmentos de ADN de distinto 

tamaño logrando patrones específicos. En Italia, Mondello et al. (2013), aislaron especies de 

Botryosphaeriaceae, a partir de vides de los cvs. Insolia, Merlot, Grillo y Alicante Bouchet, que 

presentaban síntomas de declinamiento y posteriormente, obtuvieron perfiles ITS-RFLP al digerir 

amplificaciones por PCR, con las enzimas CfoI y HaeIII e identificaron D. seriata, Lasiodiplodia 

sp., N. parvum y N. vitifusiforme. Igualmente, a partir de vides afectadas de viñedos de Nueva 

Zelanda, Baskarathevan et al. (2012) confirmaron la identificación morfológica de D. mutila y D. 

seriata, con la restricción del ADN amplificado de la región ITS, utilizando las endonucleasas AsuI 

y NcoI, respectivamente. Además, los resultados obtenidos distinguieron entre N. luteum y N. 

australe, como también N. parvum y N. ribis utilizando las enzimas SacII, MspI, respectivamente. 

Abreo et al. (2013) identificaron a través de perfiles ITS-RFLP, B. dothidea, D. seriata, N. luteum, 

L. theobromae y N. australe obtenidas de vides con síntomas de viñedos uruguayos.  

Dado que los estudios de polimorfismo requieren del análisis de un gran número de 

individuos, el empleo de estas técnicas requiere la extracción de ADN en calidad adecuada y 

cantidad suficiente, de forma rápida. Numerosos métodos han sido propuestos, sin embargo los 

mismos no ofrecen igual rendimiento en cantidad y pureza al emplearlos en tejidos fúngicos, por la 

presencia de contaminantes propios de estas especies por lo que en el presente capitulo se desarrolla 

un método sencillo, rápido y de alto rendimiento en la extracción de ADN. Posteriormente, se 

identificarán los aislamientos de Botryosphaeriaceae asociados a vides con hoja de malvón y 

decaimiento de vides jóvenes combinando estudios morfológicos, culturales y datos moleculares.  

Conocer las especies causantes de decaimiento de vides en Argentina, su diversidad genética 

y la respuesta de distintas variedades de vid, eficientizarán programas de mejoramiento de 

cultivares tolerantes a las enfermedades de madera. 
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2.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Hipótesis 1: Especies de Botryosphaeriaceae integran una comunidad y están comúnmente 

diseminadas en los viñedos de las distintas regiones agroclimáticas argentinas donde se realiza el 

cultivo de la vid, causando decaimiento y muerte de plantas.  

Objetivo 1: Aislar y purificar aislamientos de Botryosphaeriaceae procedentes de vides con 

síntomas de enfermedades fúngicas de madera de distintas zonas vitícolas argentinas.  

2.2.1. Material fúngico 

Relevamiento de muestras y obtención de aislamientos fúngicos 

Durante 2000-2011, se muestrearon plantas de vid con síntomas de hoja de malvón y 

decaimiento, de las principales provincias productoras del país: Mendoza (65 plantas) en sus oasis 

norte, este, sur, centro y Valle de Uco; San Juan (8 plantas), La Rioja (6 plantas), Catamarca (15 

plantas), Salta (6 plantas) y Rio Negro (3 plantas) (Tablas 2.1 y 2.2). Se recolectaron plantas con 

síntomas externos en hojas y brotes, además de necrosis en la madera. Las extracciones de vides, a 

campo, se realizaron entre diciembre y febrero, cuando los síntomas fueron más evidentes.  

De acuerdo a la metodología de Larignon y Dubos (1997), se realizaron en laboratorio, 

observaciones macro y microscópicas a partir de madera con síntomas y se llevaron a cabo cortes 

longitudinales y transversales de raíces, troncos, brazos y tallos en función de la edad y tipología de 

la planta, en busca de necrosis características de las enfermedades de la madera.  En plantas de > 11 

años, se analizaron raíces, base de la planta, tronco, bifurcación de brazos y brazos. En plantas de ≤ 

10 años, se examinaron raíces, base del pie de injerto, zona de pie, zona de unión de injerto y tallo 

(Figura 2.2).  

 

 

Figura 2.2. Posiciones a lo largo del eje de una vid injertada de ≤ 10 años (A) y de una cepa 

de > 11 años (B) a partir de las cuales se realizaron los aislamientos de colonias. 
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En total se muestrearon 103 plantas, a partir de 20 variedades de vid y cuatro portainjertos 

diferentes Se obtuvieron 80 colonias correspondientes a aislamientos con características 

morfológicas del género Botryosphaeriaceae de las distintas necrosis identificadas: necrosis blanda 

(necrosis a); línea negra (necrosis b); zona de color castaño bordeando a la línea negra (necrosis c); 

necrosis sectorial de color castaño y consistencia dura (necrosis d), puntuaciones negras en las 

zonas afectadas (necrosis p) y vasos oscurecidos radialmente alrededor del cilindro central. En 

cuanto a las variedades muestreadas, en orden decreciente correspondieron a Malbec (18,4 % 

respecto del total de variedades), Cabernet Sauvignon (14,5 %), Cereza y Torrontés Riojano (ambos 

con 11,8 %), Chardonnay y Bonarda (6,6 % respectivamente), Syrah (5,3 %), Pinot Gris (3,9 %), 

Pedro Gimenez, Riesling, Superior y Merlot (2,6 %, respectivamente), mientras que las variedades 

Alicante Bouchet, Chenin, Fintendo, Petit Verdot, Sangiovesse, Sauvignon Blanc, Sultanina y 

Tempranilla con 1,3 %, respectivamente. Las variedades de portainjerto mayoritariamente 

muestreadas fueron 24, de las cuales SO4 representó el 46 % del total (híbrido de Vitis Berlandieri 

x Vitis Riparia), 101-14 Mgt el 25 % (híbrido de V. Riparia x V. Rupestris) y P3309 Couderc el 25 

% (híbrido de V. Riparia x V. Rupestris) y 1103 Paulsen el 4 % (híbrido de V. Berlandieri x V. 

Rupestris du lot) (Tablas 2.1 y 2.2). 

 

Tabla 2.1. Número de vides extraídas en las distintas regiones prospectadas (total=103). 
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Tabla 2.2. Procedencia de los aislamientos de Botryosphaeriaceae en estudio.  
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El aislamiento de Botryosphaeriaceae se realizó por el método de Paillasa - Técnica de 

Norris (1969) modificado, en cámara de flujo laminar. Se extrajeron pequeños trozos de la zona de 

avance de cada tipo de lesión, se desinfectaron superficialmente por inmersión en hipoclorito de 

calcio al 1,5 % durante 4 min. Posteriormente, se cultivaron en placas Petri (9 cm) con medio AEM 

(agar extracto malta) al 1,2 % (Swart et al., 1987), previamente esterilizado en autoclave a 121 ºC 

por 15 min y suplementado con 0,5 g L-1 de cloranfenicol. Se sembraron 3 a 5 placas Petri por 

muestra y se mantuvieron en estufa a 25 ºC, durante 7 días, controlando a diario el desarrollo de 

colonias fúngicas de especies de interés.  

La purificación consistió en repicar una pequeña porción del micelio con características de 

Botryosphaeriaceae desarrollado sobre los trozos, a nuevas placas Petri con medio APG (agar papa 

glucosado) al 2 % e incubados en estufa a 25 ºC en oscuridad. La identificación de la familia se 

realizó con las claves taxonómicas de Slippers et al. (2004) y Phillips et al. (2007). Adicionalmente, 

se contó con cepas de referencia de colecciones particulares cedidos por Dr Phillipe Larignon 

(Institut Français de la vigne et du vin (ENTAV-ITV France): Neofusicoccum luteum, Lasiodiplodia 

theobromae, Diplodia seriata, D. mutila, el teleomorfo de Botryosphaeria dothidea y 

Neofusicoccum parvum. 

Obtención de cultivos monospóricos 

Las estructuras (picnidios) y esporas (conidios) asexuales de los aislamientos en estudio, se 

indujeron colocando un disco de 6 mm de colonia en activo crecimiento en una placa de Petri con 

medio AA (agar-agua) 2 %, en la que se depositaron previamente palillos estériles (Smith et al., 

1995; van Niekerk et al., 2004). Las cajas se incubaron a 25 ºC bajo luz negra continua durante dos 

semanas (Tovar et al., 2012). Los cultivos monospóricos se obtuvieron a partir de una suspensión 

conidial en 3 ml de Tween 80 al 0.05 % con agua destilada estéril. Se transfirieron 200 μl de la 

suspensión a placas Petri con APG 2 % y e incubaron a 25 ºC en oscuridad. Entre los cinco y 20 

días, las colonias puntuales se transfirieron a una nueva placa Petri y se cultivaron en condiciones 

óptimas. A fin de evaluar la viabilidad de los conidios producidos por los picnidios en AA, para los 

aislamientos que esporularon, se colocó un picnidio en 1 ml de agua destilada estéril, se agitó y se 

depositó con ansa, en condiciones estériles, en placa de Petri con APG al 2 %. Se cultivaron durante 

24 h a 48 h a 25 ºC y se determinó el % de conidios germinados. 

Purificación, conservación de hongos y obtención de inóculos 

Se obtuvieron cultivos fúngicos puros a partir de la extracción en condiciones estériles, de 

discos de agar + micelio obtenidos del margen de la colonia original, con sacabocados (6 mm) y 

depósito en placas de Petri con medio APG 2 %. Posteriormente, se extrajeron discos de las 

colonias desarrolladas y se distribuyeron en viales con agua destilada estéril, con APG 2 % 

inclinado y en placas Petri con APG 2 % mantenidos a 4 ºC (Baskarathevan et al., 2009). El inóculo 
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para los estudios morfológicos y moleculares, consistió en discos de 6 mm de micelio de la zona de 

crecimiento, obtenido por siembra de discos extraídos de los viales en conservación, en placas Petri 

con 15 mL de APG 2 % en condiciones estériles e incubación durante 7 días a 25 ºC en oscuridad. 

Cuantificación de micelio/esporas 

Se determinaron las unidades formadoras de colonia (UFC mm-3) consistentes en trozos de 

micelio o conidios) por remoción con espátula, de cada colonia desarrollada en una placa Petri de 

una semana de crecimiento y se realizó una suspensión en 20 mL de agua destilada estéril. La 

solución obtenida se llevó a un volumen de 100 ml. Se realizó el conteo de las UFC utilizando un 

hematocímetro de Neubauer en microscopio con aumento 100x. 

Medios de cultivo 

Los medios utilizados para cada uno de los ensayos realizados fueron los siguientes: Agar 

Extracto de Malta (AEM): preparado de Oxoid 15 g, en 1000 ml de H2O destilada; Agar Papa 

Glucosado (APG): preparado de Oxoid 39 g, en 1000 ml de H2O destilada y Agar-Agua (AA): agar 

bacteriológico Oxoid 12 g, en 1000 ml de H2O destilada. Se esterilizaron en autoclave a 120 ºC 

durante 20 min. Una vez atemperados se les añadió Cloranfenicol (0,5 g L-1, Merk) para inhibir el 

crecimiento de bacterias y se extendieron en placas Petri (Anexo 2).  

 

Hipótesis 2: El empleo de caracteres morfológicos y culturales permiten una caracterización útil 

aunque limitada, de especies fúngicas de la familia Botryosphaeriaceae de Argentina. 

Objetivo 2: Caracterizar una colección de aislamientos argentinos de Botryosphaeriaceae, 

provenientes de distintas zonas vitícolas argentinas a través de métodos morfológicos clásicos.  

 

2.2.2. Estudio de la variabilidad fenotípica de aislamientos de 

Botryosphaeriaceae  

Estudios de tipología y crecimiento de colonias 

Se sembraron los inóculos de todos los aislamientos obtenidos (76 colonias), en placas Petri 

con medio APG al 2 % (5 repeticiones por aislamiento) y se cultivaron a 25 ºC en oscuridad. Se 

observaron las características macroscópicas de las mismas a los 14 días determinando: crecimiento 

en diámetro (mm) y superficie de colonia (mm2), pigmentación difusible en reverso y adverso de la 

placa (producción de pigmento: SI o NO), textura (algodonosa, pulverulenta, granulosa o 

aterciopelada), márgenes (enteros o fimbriados) y formación de estructuras de reproducción 

(producción de conidios: SI o NO). Se realizaron montajes en portaobjetos, con lactofenol, de 

fragmentos de agar y micelio de las zonas marginales al punto de siembra del aislado a identificar, 

para ser observadas en el microscopio. 
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Un aislamiento proveniente de Rio Negro, dos procedentes de San Juan (identificados como 

B2607 y B2707) y uno de Mza Valle de Uco (identificado como B0607) fueron excluídos del 

análisis por no corresponder al género en estudio, según sus características microscópicas 

observadas.   

Estudios de estructuras reproductoras 

Se tomaron secciones de cuerpos fructíferos de los aislamientos que esporularon en medio 

artificial, a partir de colonias de 7 a 20 días de crecimiento, con aguja hipodérmica estéril y se 

montaron en lactofenol. Se observaron con microscópio óptico Zeiss Axiophot (Zeiss, Alemania) 

con dispositivo de contraste de fases, utilizando aumentos de 100 X y 400 X. Se midieron la 

longitud (μm) y el ancho (μm) de conidios y se calculó relación longitud/ancho (L/A). Asimismo, se 

estudió la morfología (según Phillips et al., 2013), presencia de septo (SI o NO), color (marrón o 

hialino) de conidios mediante fotografías realizadas con cámara HRc Axiocam digital y software 

asociados (Carl Zeiss Ltd.). Se estudiaron 25 conidios por aislado. Se determinó el porcentaje de 

conidios germinados a las 24 h de siembra en medio APG, en condiciones estériles e incubación a 

25 ºC, a través del desarroll de colonias, por observaciones microscópicas. 

El análisis y comparación de los resultados obtenidos, se visualizaron a través de gráficos de 

Box plots y se utilizó el valor Test como criterio que evalúa estadísticamente las diferencias entre 

aislamientos en base a las variables registradas, a través de multiples ANOVAs, la desviación entre 

la medida sobre el grupo y la medida sobre la población expresada en número de desviaciones tipo 

de una ley normal (Lebart et al. 1995). Cuando valor Test en valor absoluto ≥ 2,58 (99 % certeza, 

p<0,001), el caso es altamente significativo***; entre 1,93-2,58 (95 % certeza, p<0,01) el caso es 

significativamente probable**; entre 1,65-1,94 (90 % certeza, p<0,10) es significativamente poco 

probable* y <1,64 altamente no significativo (NS).  

Tasa de crecimiento a distintas temperaturas 

Se sembraron los inóculos de todos los aislamientos purificados y cepas de referencia, en el 

centro de placas Petri con 20 ml de medio APG 2 %, con la superficie de micelio en contacto con el 

medio. Se hicieron crecer en oscuridad, incubándose a las temperaturas 5, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 

ºC. Se realizaron 5 repeticiones (placas) de cada aislamiento por temperatura.  

Se evaluó el crecimiento radial de la colonia en cada combinación aislado-temperatura cada 

24 h hasta que cubrieron la superficie de la placa o hasta que se detuvo su crecimiento (72 h desde 

inoculación). Se escanearon las placas y se calculó la superficie total (mm2) mediante programa 

Carl Zeiss Axiovision 4.7.1 (2008). Las curvas de crecimiento de los aislamientos, obtenidas al 

graficar la superficie miceliar de las colonias versus el tiempo, se ajustaron con el Programa Excell 

seleccionando el modelo exponencial para determinar por regresión, los parámetros de crecimiento 

(velocidad de crecimiento, tiempo de latencia y crecimiento máximo en cada temperatura). 
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Se calculó la tasa o velocidad de crecimiento, a partir de la pendiente de la función 

exponencial en mm día-1 y la temperatura óptima de crecimiento que corresponde a la temperatura a 

la cual la tasa es máxima. Con los datos obtenidos de tasa de crecimiento se realizó el Analisis de 

Componentes Principales (ACP) con el Programa SPADN y se aplicó el procedimiento de 

Clasificación Jerárquica directa a través del método de Ward (Césari, 2005).  

Pruebas de patogenicidad  

Se determinó la patogenicidad de aislamientos “tipo” de cada grupo de aislamientos que se 

diferenciaron morfológicamente: B0000, B1402, B0701, B1907, B 4407, B0807, B0300, B0307, 

B2907 y B0107. Se evaluó patogenicidad a través de inoculaciones controladas siguiendo los 

Postulados de Koch (Agrios, 1996) en 6 plantas in vitro cv. V. rupestris de 2 meses de edad, en 

medio de cultivo de micropropagación de vid modificado de Murashige y Skoog (MS, Murashige y 

Skoog, 1962), ver Anexo). Las mismas, consistieron en el depósito de inóculo, en condiciones 

estériles, sobre una incisión en la zona basal de cada tallo, con bisturí estéril. Siguiendo el mismo 

procedimiento, se inocularon 6 vides con discos de APG sin micelio fúngico, como controles.  

Se mantuvieron las plantas a 25 ºC, con fotoperíodo de 16 h luz y 8 h oscuridad, hasta la 

aparición de síntomas. Entre los 4 y 7 días, se registró la presencia de hojas con clorosis o necrosis 

(síntomas de la enfermedad en condiciones in vitro Gatica et al., 2001). El estado de cada planta se 

estimó con una escala ordinal (0-3) basada en la determinación visual de síntomas modificada de 

Zanzotto et al., (2008): 0 = hojas verdes sin síntomas; 1 = hoja con necrosis o manchas rojas; 2 = 

hojas y tallos castaños y 3 = hojas y tallo completamente necróticos (muerto) con presencia de 

micelio del hongo. Se aplicaron métodos multivariados de análisis discriminante a través de la 

Prueba F de Fisher para contrastar las diferencias entre inoculados y controles con el Programa 

XLSTAT (versión 7,5 2004, Addinsoft).  

La efectividad de las inoculaciones fue comprobada mediante el re-aislamiento del hongo, a 

partir de la zona de inoculación. Se extrajeron 5 trozos de tallo tomados desde la base hacia arriba, 

para cada planta inoculada y realizaron aislamientos del hongo en medio APG. Posteriormente, se 

identificaron las colonias por métodos morfológicos. 

 

Hipótesis 3: La utilización de las técnicas moleculares permite el desarrollo de métodos selectivos 

de detección de patógenos y a través de estudios comparativos entre los datos morfológicos y 

moleculares, se puede caracterizar e identificar más eficientemente las especies del género 

fúngico en estudio.  

Objetivo 3: Optimizar técnicas de extracción, amplificación, purificación y secuenciación de ADN 

de Botryosphaeriaceae, que permitan la detección rápida y rutinaria de especies de dicho género 

y asimismo, analizar en conjunto variables morfológicas y moleculares determinando la 

diversidad de especies presentes en nuestras zonas vitícolas.  
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2.2.3. Caracterización molecular de aislamientos e identificación de especies 

Optimización de la extracción de ADN genómico a partir de micelio Lasiodiplodia 

theobromae  

Para optimizar el método de extracción de micelio de Botryosphaeriaceae se llevó a cabo el 

crecimiento de Lasiodiplodia theobromae en medio APG durante 7 días, a 25 ºC, en oscuridad. Se 

recogió la parte aérea de la colonia por arrastre con bisturí estéril (200 mg), se depositó en mortero 

estéril preenfriado, se congeló y molió con Nitrógeno líquido, se transfirió inmediatamente a tubo 

Eppendorf de 2 ml y se almacenó a -20 ºC. 

Se compararon 6 métodos extracción de ADN diferentes según el detergente utilizado 

(CTAB: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio o SDS: Dodesilsulfato de sodio) y diferentes 

reactivos de precipitación del mismo, previamente utilizados por otros autores. Las variables 

analizadas fueron: concentración (μg ml-1) y pureza de ADN (%), concentración de proteínas (mg 

ml-1), Absorbancia a 260 nm y relación de absorbancia A 260 / 280 (considerándose preparaciones 

puras valores cuyo cociente fue próximo a 1,8) obtenidos por estimaciones espectrofotométricas y 

visualización con luz UV. Asimismo, se evaluaron el tiempo de procesamiento (h), manipulación 

agentes peligrosos (alta, intermedia, baja y sin manipulación) y dificultad de ejecución (alta, media, 

baja). Se seleccionó y ajustó la técnica más adecuada a fin de ser aplicada para estudiar los patrones 

obtenidos. 

 Los métodos utilizados fueron:  

A) Ma et al. (2001) modificado (Bihon et al., 2010; Farr et al., 2005 ; Gure et al., 2005 ; Ma y 

Michailides, 2002). Consistió en: agregar a la muestra congelada 800 μl de buffer CTAB (100 

mM Tris-HCl pH=8.0; 700 mM ClNa; 10 mM EDTA Na pH=8; 2 % CTAB (w/v); 1 % 

betamercaptoetanol (v/v)) bajo campana; homogeneizar e incubar a 68 ºC en baño 

termostatizado; extraer proteínas con igual volumen de cloroformo:isoamilico (24:1) y de 

isopropanol 100 % y centrifugar 10 y 15 min a 7.000 y 10.000 rpm respectivamente; 

resuspender el pellet en 100 μl de Buffer TE (0.01 M TrisClH; 0.001 M EDTA Na pH=8); 

agregar 5 μl de RNAsa (0,1 mg ml-1); incubar a 37 ºC, 30 min; agregar 

fenol/cloroformo/isoamilico (25:24:1) y centrifugar 5 min a 12.200 rpm; realizar dos 

extracciones con cloroformo y centrifugar 5 min; recolectar la fase acuosa; agregar 200 μl de 

etanol absoluto, precipitar a -20 ºC durante 30 min y centrifugar 10 min a 13.200 rpm; lavar 

dos veces con etanol (70 %) y secar a temperatura ambiente; disolver en 100 μl de Buffer TE y 

conservar a -20 ºC.  

B) Gilbertson et al. (1991) modificado por Smith y Stanosz (1995) (Smith et al., 2001; Smith y 

Stanosz, 2006). Consistió en: agregar 800 μl de buffer SDS (100 mM Tris-HCl pH=8.0; 500 

mM ClNa; 50 mM EDTA Na pH=8; 10 mM betamercaptoetanol; 20 % SDS), incubar 10 min a 
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65 ºC, adicionar 160 μl de acetato de Potasio 5 M, pH 5.5 y centrifugar 10 min a 7.000 rpm, 

agregar 400 μl de isopropanol 100 % a la fase acuosa, incubar 10 min en freezer y centrifugar 

10 min a 13.200 rpm, lavar dos veces el precipitado con 400 μl de etanol 70 %, agregar al 

pellet 100 μl de Buffer TE (0.01 M TrisClH; 0.001 M EDTA Na pH=8) y conservar a -20 ºC.  

C) Murray y Thompson (1980) modificado por Rogers et al. (1989) and Kim et al. (1990) 

(Shah et al., 2010; Oliveira-Costa, 2010). Consistió en: agregar al micelio congelado 800 μl de 

CTAB Buffer (100 mM Tris-HCl pH=8.0; 1,4 M ClNa; 20 mM EDTA Na pH=8; 2 % CTAB 

(w/v); 0,2 % betamercaptoetanol (v/v); homogeneizar e incubar a 75 ºC; agregar igual volumen 

de cloroformo y centrifugar 10 min a 7.000 rpm; agregar al sobrenadante 500 μl de 

isopropanol 100 %; incubar durante 15 min a -20 ºC y centrifugar 15 min a 7.500 rpm; lavar 

dos veces 400 μl de etanol 70 %; secar a temperatura ambiente, resuspender en 200 μl de 

Buffer TE (0.01 M TrisClH; 0.001 M EDTA Na pH=8), agregar Rnasa (0,1 mg ml-1); incubar 

2 h a 37 ºC; extraer con 2 volumenes (400 μl) de etanol absoluto y 0,6 vol. (120 μl) de acetato 

de amonio 5 M; centrifugar 10 min a 12.000 rpm y conservar en 100 μl de Buffer TE a -20 ºC. 

D) Lee y Taylor (1990) modificado (Crous et al., 2006; Damm et al., 2007; Denman et al., 

2003). Consistió en disolver y homogeneizar en 800 μl de buffer SDS (50 mM Tris-HCl 

pH=8.0; 50 mM EDTA Na pH=8; 3 % SDS; 1 % b-mercaptoetanol); incubar una hora a 65 ºC; 

extraer con igual volumen de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) y centrifugar 15 min a 

9.000 rpm; agregar a la fase acuosa 10 μl de acetato de Na 3 M pH=8 y 0,54 vol. (4,3 μl) de 

isopropanol 100 %; homogeneizar, mantener 30 min a -20 ºC y centrifugar 2 min a 9.000 rpm; 

lavar una vez con 400 μl de etanol 70 %; secar 1 min a temperatura ambiente, resuspender en 

100 μl de Buffer TE (0.01 M TrisClH; 0.001 M EDTA Na pH=8) y conservar a -20 ºC. 

E) Kit comercial de extracción Qiagen Dneasy Plant (Pérez et al., 2009, 2010; Phillips et al., 

2002, 2005, 2007, 2008). Consistió en: disolver y homogeneizar con 400 μl de buffer AP1; 

incubar 2 h a 37 ºC con 5 μl de Rnasa (0,1 mg ml-1); agregar 130 μl de buffer AP2, mantener 5 

min a -20 ºC y centrifugar 5 min a 13.000 rpm; transferir 650 μl de sobrenadante a la columna 

lila (QIAshredder spin column); centrifugar 3 min a 13.000 rpm; transferir la fracción 

depositada en el tubo colector a un nuevo microtubo y agregar 0.5 vol. (300 μl) de buffer AP3 

y 1 vol. (600 μl) de etanol 100 %; homogeneizar, transferir la fase acuosa a la columna blanca 

(DNeasy mini spin column) y centrifugar 1 min a 10.000 rpm; transferir la columna a otro vial 

y centrifugar 1 min a 10.000 rpm, transferir nuevamente, agregar buffer AW (500 μl) y 

centrifugar 2,5 min a 13.200 rpm; transferir la columna y agregar 100 μl de buffer AE 

previamente mantenido a 65 ºC; incubar 5 min a temperatura ambiente y centrifugar 1 min a 

10.000 rpm; repetir; resuspender el ADN del tubo colector en buffer TE (0.01 M TrisClH; 

0.001 M EDTA Na pH=8) y conservar a -20 ºC. 
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F) Raeder y Broda (1985) modificado por Slippers et al. (comunicación personal) 

(Abdollahzadeh et al., 2009, 2013; Chen et al., 2011; De Wet et al., 2000, 2003, 2008; 

Gezahgne et al., 2005; Mohali et al.,  2007; Pavlic et al., 2004, 2008, 2007, 2009; Sakalidis et 

al., 2011, 2013; Slippers et al., 2004a,b 2005a,b 2005b, 2007a,b). Consistió en: agregar al 

micelio congelado 800 μl de buffer SDS (200 mM Tris-HCl pH=8.0; 150 mM ClNa; 25 mM 

EDTA Na pH=8; 0,5 % SDS); realizar 3 extracciones con igual volumen, una de 

fenol/cloroformo (5:3) y dos con fenol/cloroformo (1:1) y centrifugar a 13.000 rpm primero 60 

min y las otras dos extracciones durante 15 min; agregar 0.1 v/v (70 μl) de Acetato de K 5 M, 

pH= 8 y 2 v/v (1.200 μl) de etanol absoluto; incubar 10 min a -20 ºC y centrifugar 30 min a 

13.000 rpm; lavar con 400 μl de etanol 70 %, incubar con 5 μl de Rnasa (0,1 mg/ml) durante  

toda la noche a 37 ºC; resuspender en buffer TE (0.01 M TrisClH; 0.001 M EDTA Na pH=8) y 

mantener a -20 ºC. 

 

La cuantificación del ADN extraído en cada muestra obtenida por los distintos métodos 

evaluados, ser realizó con el espectrofotómetro “GeneQuant RNA/DNA Calculator” (Pharmacia 

Biotech) a través de las lecturas de concentración de ADN (μg ml-1). La estimación de la pureza de 

cada muestra de ADN obtenido se obtuvo por las lecturas de la relación de DO a 260 nm y 280 nm 

(DO260/280); la concentración de proteínas (mg ml-1) y la pureza (%). Se cuantificó utilizando una 

cubeta de cuarzo de 5 mm de longitud de camino óptico y 7 μl de volumen. El equipo calcula las 

concentraciones en forma automática a partir de los datos de absorbancia y la relación DO260/280.  

Las muestras de ADN ya extraído se sometieron a electroforesis en geles de agarosa (D1-

LE, Byodinamics) al 0,8 % (0,8 g de agarosa en 100 ml de buffer TBE) a 90 voltios, durante una 

hora, utilizando TBE (13,5 g Tris Base, 5,5 g de H3BO3, 4 ml de 0,5 M de EDTA pH 8) 0,5 M 

como buffer de corrida. Se sembraron 6 μl de muestra y 2 μl de Blue/Orange loading Dye 6X 

(Promega) (8 μl en total por cada pocillo). Se compararon las bandas del ADN de las muestras con 

las obtenidas por los marcadores: Fago λ (Promega) digerido con las enzimas de restricción EcoR1 

+ Hind III (500 ng) y 100 bp ADN Ladder (Invitrogen). También se sembró un control negativo que 

contenía todos los componentes de la reacción excepto ADN. Los geles fueron teñidos durante 15 

minutos con bromuro de etidio (8 μg ml-1) en buffer TBE, por agitación suave. Se enjuagó el gel 

con agua destilada durante 5 min agitando nuevamente y concluida esta etapa se visualizaron las 

bandas con un transiluminador de luz UV (Gel Doc 100 Gel Documentation System, Bio-Rad) y la 

documentación de los geles se realizó por fotografía. La imagen fue digitalizada para su posterior 

análisis con un programa de análisis molecular: Molecular Analysis de BIO-RAD). 

Se emplearon métodos multivariados para el análisis de los datos obtenidos: Caracterización 

de variables nominales (DEMOD) y Caracterización de variables continuas (DESCO). Se 

discretizaron las variables continuas con el programa XLSTAT-Pro 7.5.3. Los resultados fueron 
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procesados con SPAD versión 5.5 para Windows. Se caracterizaron los distintos métodos de 

extracción realizando comparaciones múltiples entre medias y proporciones con las variables 

evaluadas (continuas y discretizadas) para observar las relaciones significativas estadísticamente.  

Se seleccionaron y clasificaron las características más influyentes para cada método de 

extracción de acuerdo al criterio de Valor-Test decreciente (Hair et al., 1999; Morineau, 1994) y el 

p-valor asociado a la prueba estadística. Los valores críticos asociados a valores significativos 

fueron: Valor-Test mayor o igual a 2 en valor absoluto, se consideró la característica significativa 

para α = 0,05; Valor-Test mayor o igual a 2,56 en valor absoluto, α = 0,01, y Valor-Test mayor a 

3,5, es influyente con un nivel de significación asociado α = 0,001. Cuando es mayor o igual a 1 se 

asocia a un nivel de confianza de 90 %. El signo del Valor-Test indica si la diferencia es en más o 

en menos respecto el valor de la media general considerada.  

Extracción y cuantificación de ADN genómico de micelio de aislamientos argentinos 

Las extracciones de ADN de los 74 aislamientos purificados y de los patrones franceses (L. 

theobromae, D. seriata, D. mutila, N. luteum, N. parvum y B. dothidea) se realizaron a partir de 

micelio fresco de 7 días, crecido en medio APG al 2 %, empleando el kit de extracción Qiagen 

Dneasy Plant, siguiendo las instrucciones del proveedor. Las extracciones exigieron una gran 

cantidad de materiales estériles, que son ocupados individualmente para cada muestra con el fin de 

prevenir la contaminación cruzada.  

Se determinaron concentración y grado de pureza (de acuerdo a la relación de absorbancia A 

260/280) del ADN obtenido con el espectrofotómetro “GeneQuant RNA/DNA Calculator” y por 

electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % empleando el marcador estándar de ADN de λ digerido con 

EcoR1 + Hind III (Promega) y el marcador 100 bp DNA ladder (1 μg ml-1) (Invitrogen). 

Finalmente, el ADN se ajustó a una concentración aproximada de 25 ng/ μl con agua Gibco 

ultrapura (Byodinamics) y posteriormente almacenado a -20 ºC.  

Reacciones de amplificación de regiones 5.8S-ITS, β-tubulina y región D1/D2 (NL4) del 

ADN ribosomal mediante la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR).  

Con el objeto de identificar los 74 aislamientos argentinos de Botryosphaeriaceae, los 

ADNs extraídos fueron sometidos a reacciones de amplificación de 3 regiones diferentes: 5.8S-ITS, 

β-tubulina y región D1/D2 (NL4) del ADN ribosomal utilizando cebadores citados en la 

bibliografía (Tabla 2.3).  

Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un Termociclador Mastercycler 

gradient 533 I (Eppendorf), en un volumen final de reacción de 50 μl por tubo de reacción. Cada 

tubo (Eppendorf) contenía Buffer PCR 10X, 50 mM de Cl2Mg (Promega), 1,5 μM de cada uno de 

los cebadores correspondientes para ITS, NL4 y β-tubulina y para cada reacción respectivamente, 2 

mM de cada uno de los dNTP (ATP, CTP, GTP y TTP, Promega), 5 unidades por μl de Platinun 
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Taq-DNApolimerasa (Promega), 50 ng de ADN muestra y agua ultrapura miliQ (Gibco) hasta 

completar el volumen final (Tabla 2.4). La optimización de las condiciones de amplificación se 

realizó en función de la bibliografía consultada, hasta encontrar una óptima concentración de Cl2Mg 

(cofactor de la enzima polimerasa) y de la enzima polimerasa que permitió la obtención de 

productos bien definidos y repetibles.  

 

Tabla 2.3. Listado de cebadores utilizados en las amplificaciones por PCR de las regiones ITS 

completa (ITS1 e ITS2) y el gen 5.8S del ARNr, gen de la β-tubulina y NL4 de especies de la 

familia Botryosphaeriaceae. 

 

 

Tabla 2.4. Composición de la reacción de amplificación de las regiones ITS completa (ITS1 e 

ITS2) y el gen 5.8S del ARNr, por la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

con los cebadores universales ITS 1 e ITS 4. 

 

Las condiciones estándar de la reacción de amplificación en el termociclador fueron las 

siguientes: desnaturalización inicial de 2 min a 94 ºC, seguida de 40 ciclos de desnaturalización de 

30 s a 94 ºC, “annealing” 45 s a 55 ºC y extensión 1 min 30 s a 72 ºC, con un ciclo de extensión 

final de 7 min a 72 ºC y mantenimiento a 15 ºC. El perfil de temperaturas para la amplificación de 

una secuencia parcial del gen de la β-tubulina, BT1, fue idéntico al descripto para ITS. Para NL4, 

las diferencias fueron: tiempo de desnaturalización de 5 min a 95 ºC, seguido de 30 ciclos, 
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“annealing” 30 s a 50 ºC, tiempo de extensión de 1 min a 72 ºC y extensión final de 10 min a 72 ºC. 

Como control de la reacción para cada par de cebadores utilizados, se emplearon los mismos 

componentes anteriormente citados excepto que el ADN fue reemplazado por agua.  

Se realizó electroforesis de los productos de amplificación, en geles de agarosa al 1,2 % (1,2 

g de agarosa por cada 100 ml de buffer TBE 0,5 X) a 90 voltios durante 1 h. La tinción de los geles 

se realizó con bromuro de etidio (8 μg ml-1) con agitación durante 15 min. Se cargaron 6 μl de 

producto de la reacción de amplificación por cada calle, con agregado de 2 μl de Blue/Orange 

loading Dye 6 X. Se cuantificó por comparación con 6 μl de 100 bp ADN Ladder (Invitrogen, 2,5 

ng μl-1) en buffer TBE 0,5 X. La visualización y documentación de las bandas se efectuó con un 

transiluminador de UV. 

Restricción enzimática  

 Cuando los productos de amplificación resultaron monomórficos para las tres regiones del 

ADN analizadas, se procedió a cortar cada producto amplificado con enzimas de restricción. Para 

ello se siguió el método propuesto por Alves et al., (2005).  

 Se realizaron las digestiones de los amplificados correspondientes al gen 5.8S y a las 

regiones ITS1 e ITS2 y las enzimas utilizadas fueron: TaqI, CfoI, AluI, HaeIII, NciI de Promega 

(Slippers et al., 2004a).   

Las reacciones de digestión fueron realizadas en un baño termostatizado, en un volumen 

final de reacción de 25 μl por tubo de reacción. Cada tubo de reacción contenía Buffer 10 X, BSA 

acetilado (bobine serum albumina), 5 unidades de la enzima de restricción (Promega), producto de 

amplificación para digerir y agua ultrapura miliQ (Tabla 2.5). Se incubaron las mezclas de digestión 

durante 3 h a la temperatura sugerida para cada enzima (37 ºC excepto para TaqI que fue de 65 ºC). 

Se verificaron los productos de digestión mediante electroforesis de 6 μl de producto de digestión 

enzimática y 2 μL de Blue/Orange loading Dye 6 X, en geles de agarosa al 0,8 % (0,8 g en 100 ml 

de Buffer TBE 0,5 X), corridas durante 40 min a 90 voltios y luego teñidos con 8 μg ml-1 de 

bromuro de etidio. Se visualizaron y fotodocumentaron en transiluminador UV.  

 

Tabla 2.5. Composición de la reacción de digestión con endonucleasas de restricción.  
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En el estudio de caracterización molecular por restricciones enzimáticas de productos 

amplificados por PCR, se realizó una selección de aislamientos, según el orden cronológico de 

aislamiento y no se consideraron aislamientos identificados morfológicamente en las restricciones 

por los costos y tiempo de procesamiento de gran cantidad de muestras. Se incluyeron 29 (del total 

de 74) aislamientos de Botryosphaeriaceae los cuales correspondieron a aislamientos que no 

esporularon (B2107, B2307, B2407, B2507), aislamientos de L. theobromae (B0207, B0607, 

B0501, B0000, B2207, B2007, B2000, B1702, B1402, patrón), Diplodia seriata (B0601, B0701, 

B0507, B1507, B1607, patrón), D. mutila (B1407, B1307, B0707, B0807, patrón), N. luteum 

(B0307, patrón), que fueron identificados en los estudios morfológicos y un patrón de 

Neofusicoccum parvum.  

Para cada perfil de restricción (fragmentos obtenidos después de la digestión) visualizado y 

fotografiado en geles expuestos a luz ultravioleta, se hicieron conteos de las bandas presentes y 

ausentes con cada enzima, considerando las bandas nítidas, reproducibles y no ambiguas y se le 

asignó una letra diferente a cada patrón de bandas observado correspondiente a cada aislamiento. 

Los aislamientos cuyos fragmentos de ADN fueron iguales se asumieron como monomórficos. 

Posteriormente se registraron en una matriz de datos para su posterior análisis. Para realizar el 

agrupamiento de los aislamientos, considerando los perfiles de restricción de todas las enzimas, a 

partir de la matriz de datos generada se analizó por el análisis basado en el método de algoritmo 

UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averaging o Método del promedio 

aritmético de grupos de pares no ponderados) y Neighbor Joining (Sokal y Michener, 1958), 

correspondiente al software estadístico NTSYS PC v. 1.7 (Rohlf, 1993). Posteriormente, la 

construcción del dendrograma se efectuó con la rutina TREE del mismo programa. 

Secuenciación e identificación de especies 

Los productos de PCR obtenidos con la pareja de cebadores ITS1 e ITS4 de 21 aislamientos 

argentinos de Botryosphaeriaceae, fueron purificados empleando el QIAquick PCR Purification Kit 

de Qiagen, con las instrucciones sugeridas por el proveedor y se almacenaron a -20 ºC. La 

actualización de antecedentes bibliográficos permitió seleccionar la region 5.8S-ITS para realizar el 

análisis de secuencias, la cual comprende las secuencias de los espaciadores transcriptos internos 

ITS1 e ITS2 y el gen 5.8S que codifica para ARNr, siendo la región más ampliamente empleada 

para los estudios moleculares recientes en Botryospaheriaceae sugiriendo la posibilidad de 

prescindir de las otras dos regiones del ADN propuestas. Por cada cebador se realizaron dos 

amplificaciones cada una procedente de extracciones independientes.  

Los productos de β-tubulina y NL4 se degradaron, lo que se observó a manera de 

“chorreado” por debajo de las bandas de interés y, en algunos casos hubo ausencia total de bandas. 

Se seleccionó la región ITS porque se lograron amplificaciones con productos (bandas) consistentes 

en ambas repeticiones.  
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En este último estudio, sólo se seleccionaron fragmentos amplificados de la región 5,8S-ITS 

purificados de 21 aislamientos de Botryosphaeriaceae, representativos de diferentes orígenes 

geográficos y características fenotípicas de los aislamientos de referencia de cada especie detectada 

y aquellos que no esporularon. Posteriormente fueron secuenciados en ambas direcciones utilizando 

los cebadores ITS1 e ITS4, en el sercicio de secuenciación de la Unidad de Genómica del Instituto 

de Biotecnología, C.N.I.A., Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria, Castelar, Buenos Aires, 

Argentina.  

Los aislamientos secuenciados fueron: L. theobromae (B6211, B4809, B0207, B3596, 

B0000), Diplodia seriata (B1507, B 3309, B2107 y B4009), D. mutila (B4609, B0709, B1307, 

B4409), N. luteum (B0301, B0307, B1807, B3107) y B. dothidea (B0407, B1007, B2907, B3007). 

 Las secuencias directas y reversas de los fragmentos amplificados en la región 5’ del ITS 1 y 

3’ del ITS 4, se revisaron y editaron archivo de texto, excluyendo las regiones ricas en nucleótidos 

sin resolver (NNNNN) del inicio y final de la secuencia.  

Posteriormente, se realizó la búsqueda y reporte de secuencias de especies de 

Botryosphaeriaceae en la base de datos del GenBank (NCBI, National Center of Biotechnology 

Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), se comparó cada secuencia de cada aislamiento 

estudiado, con la totalidad de las secuencias existentes en la base de datos considerada, se alinearon 

entre sí y finalmente, se determinó el porcentaje de similitud. Se introdujeron las secuencias una a 

una y los parámetros especificados fueron: la secuencia problema fue cada una de las 21 secuencias 

obtenidas, respectivamente; el programa seleccionado para comparar secuencias de nucleótidos fue 

BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI, como base de datos contra la cual 

realizar la comparación se seleccionó la nr (no redundante) y el formato de resultados se determinó 

como HTML (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch). Para establecer la especie 

con la que cada aislamiento compartía mayor homología, se consideró una identificación definitiva 

cuando los porcentajes de homología estaban comprendidos entre el 98 % y el 100 %.  

Combinando los resultados morfológicos de los aislamientos, con los resultados moleculares 

y secuenciación de ADN se realizó la identificación de 76 aislamientos argentinos.  
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2.3. RESULTADOS 

2.3.1. Material fúngico 

Relevamiento de muestras y obtención de aislamientos fúngicos 

Se analizaron 103 plantas de distintas zonas vitícolas argentinas, con sintomatología 

asociada a enfermedades de madera.  

En 59 vides maduras (>11 años de edad) se observaron: hojas pequeñas, cloróticas y con los 

bordes enrollados hacia abajo, tomando la apariencia de una hoja de malvón; brotes con poco 

crecimiento y entrenudos cortos; racimos laxos y con granos de tamaño no uniforme (Figura 2.3a). 

En el tronco, al hacer cortes transversales, predominaron una necrosis amarillenta de consistencia 

blanda, en posición central o sectorial y otra necrosis dura, castaña en posición sectorial (Figura 

2.3b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.3. Secciones transversales de tronco de vides maduras con Hoja de malvón con 

síntomas internos (a) y sintomatología característica en follaje (b): deformación de hojas, 

clorosis, brotes con entrenudos cortos y muerte progresiva iniciando por un brazo. 

 

En 44 vides jóvenes (≤10 años) se registraron: decaimiento progresivo, brotes de 

crecimiento reducido, amarillamiento y falta de brotación (Figura 2.4a). En cortes transversales de 

pie y tallo, predominaron lesiones en la madera como necrosis sectoriales, oscurecimiento de vasos 

en la zona del cilindro central y puntos necróticos negros (Figura 2.4c).  
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Figura 2.4. (a) Secciones transversales de tallos con síntomas internos, obtenidos de vides 

jóvenes argentinas con decaimiento, (b) oscurecimiento de vasos, necrosis marrón sectorial y 

estrías marrones longitudinales, (c) crecimiento reducido y clorosis en hojas.  

 

De 103 vides recolectadas, se obtuvieron 80 colonias fúngicas y el 95 % de estos 

aislamientos resultaron positivos (al menos una colonia de interés). Se eliminaron del análisis cuatro 

colonias que no correspondían al género en estudio (5 % del total de colonias aisladas) y finalmente 

se purificaron 76 colonias tipo Botryosphaeriaceae con crecimiento rápido en medio APG a partir 

de las muestras de madera afectada procedentes de cinco oasis de Mendoza (54 colonias, 71 %), 

Catamarca (11 colonias, 14,5 %), San Juan (5 colonias, 6,5 %), La Rioja (3 colonias, 4 %) y Salta (3 

colonias, 4 %).  

Los 76 aislamientos se conservaron como discos de micelio en agua estéril en tubos 

eppendorf y en placas de Petri con APG, mantenidos a 4 ºC (Baskarathevan et al., 2009).  

Particularmente, en Mendoza, fueron aisladas y purificadas 54 colonias identificadas como 

Botryosphaeriaceae, 29 de estas colonias (53,7 %) procedieron de la Zona Centro (Luján de Cuyo y 

Maipú); seis (11,1 %) de la zona Este (San Martín y Santa Rosa); seis (11,1 %) de la zona sur (San 

Rafael); diez (18,5 %) de la zona de Valle de Uco (Tunuyán y Tupungato) y tres (5,6 %) de la zona 

norte (Lavalle).  

Esto sugiere que las especies de este género fúngico están siempre presentes en todas las 

zonas vitícolas de Mendoza.  

A partir de vides jóvenes, se obtuvieron 42 aislamientos detectados en mayor proporción en 

las zonas del pie (38 %) y de injerto (38 %). Una menor proporción de los mismos se obtuvo del 

tallo (17 %) y de la zona de unión de injerto (7 %).  

Asimismo, del total de colonias aisladas, el 66 % procedieron de muestras con los vasos 

oscurecidos radialmente alrededor del cilindro central, 12 % de necrosis sectorial d, 9,5 % de la 

zona b y c, respectivamente y 3 % el resto de diferentes necrosis en conjunto (Figura 2.5).  
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Figura 2.5. Necrosis de madera de vides con decaimiento a partir de las cuales se obtuvieron 

aislamientos de Botryosphaeriaceae. Necrosis blanda color claro (a); línea negra (b); zona de 

color castaño bordeando a la línea negra (c); necrosis sectorial dura de color castaño (d), 

puntos necróticos negros (p) y vasos oscurecidos radialmente alrededor del cilindro central. 

 

En plantas maduras (de 38 colonias), predominaron los aislamientos provenientes de troncos 

(47 %) y de los brazos de la planta enferma (44,2 %) respecto los obtenidos de la zona de 

bifurcación de brazos (8,8 %). Además, las mayores frecuencias de aislamiento correspondieron a la 

necrosis sectorial d (53 %) y vasos oscurecidos (14,7 %). El resto se distribuyó en 12 % de la 

necrosis c, 8,31 % de necrosis b y 12 % del resto de necrosis en conjunto. 

 

2.3.2. Estudio de la variabilidad fenotípica de aislamientos de 

Botryosphaeriaceae  

Estudios de tipología y crecimiento de colonias 

Los caracteres destacables de la morfología de las colonias se presentan en la Figura 2.6.  

A los 14 días de incubación a 25 ºC, de un total de 76 aislamientos del género, obtenidos en 

cultivo puro, 7 (9,2 %) de ellos, presentaron colonias gris blanquecino y abundante micelio aéreo 

(tipo A). Otros 5 (6,5 %) aislamientos formaron colonias gris oscuro de aspecto granuloso, escasa 

producción de micelio aéreo y pigmentación difusible amarilla o rojiza en el agar despues de 3 días 

de incubación, tendiendo a desaparecer después de 7 días (tipo B).  

Un total de 25 (32,8 %) aislamientos formaron colonias gris oscuro a negro oliváceo, escasa 

producción de micelio aéreo y aspecto pulverulento (tipo C).  

Asimismo, 5 (6,5 %) colonias se distinguieron por color negro y micelio muy chato pegado 

al medio de cultivo; presentaron color oliváceo al dorso de la placa y margenes fimbriados (tipo D) 

y los 34 (45 %) restantes aislamientos formaron colonias gris oscuro que al dorso de la placa se 
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observan castañas y con micelio aéreo muy abundante y elevado que llega a tocar la tapa de la placa 

Petri (tipo E).  

En un principio, todas las colonias fueron blancas en APG 2 %, tornándose gris verdoso y 

posteriormente negro desde el segundo al cuarto día de crecimiento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.6. Aspecto del anverso de cultivos de Botryosphaeriaceae en medio APG a los 7 días 

de crecimiento, a 25 ºC, en oscuridad en los distintos tipos de colonias A, B, C, D y E. 

 

Estudios de estructuras reproductivas. Obtención de cultivos monospóricos. 

El 100 % (34 de 34) de los aislamientos del tipo E, el 60 % (15 de 25) de los aislamientos 

tipo C y el 71 % ( 5 de 7) de los aislamientos del tipo A produjeron cuerpos fructíferos asexuales 

(picnidios) entre los 10 y 20 días de crecimiento a 25 ºC, con luz negra, en medio AA conteniendo 

palillos estériles (Figura 2.7).  

En el test de germinación, se obtuvo el 100 % de los conidios germinados, a partir de cada 

picnidio sembrado en medio de cultivo específico, para todos los aislamientos.  

Un 23,7 % del total de aislamientos (18 de 76) no esporularon en las condiciones de ensayo 

(B2107, B2307, B2407, B2507, B3309, B0107, 0407, 1007, B4009, B4209, B5309, B5409, B5509, 

B2907, B3007, B3107, B4509 y B4609). Incluso dentro de cada “tipo” hubieron colonias que 

esporularon y otras colonias que no lo hicieron. 
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Figura 2.7. Aspecto de micelio y conidios de Botryosphaeriaceae después de 30 días de 

cultivo en medio agar agua con adición de palillos. El aislamiento identificado como B3709 

corresponde al grupo tipo A; El aislamiento B1707 representa al grupo tipo E y el aislamiento 

B1507 representa al grupo tipo C. 

 

En función de los caracteres evaluados (tipo de micelio, producción de pigmento, 

producción de picnidios, forma y color de los conidios, presencia de septo, longitud en μm, ancho 

en μm y relaciòn ancho/largo) y la comparación con los aislamientos citados por Phillips, (2006, 

2007) y Luque et al., (2005) se pudieron identificar tres especies fúngicas, en clara correspondencia 

con tres de los cinco tipos de colonias descritos: el Tipo A correspondió al anamorfo Diplodia 

mutila Fr. Ex Mont. de Botryosphaeria stevensii Shoemaker, con conidios hialinos y aseptados; 

el tipo C, correspondió al anamorfo Diplodia seriata De Not. de Botryosphaeria obtusa (Schwein) 

Shoemaker con un largo de conidios aseptados coloreados superior los 10μm y el tipo E describió al 

anamorfo Lasiodiplodia theobromae (Pat) del teleomorfo B. rhodina von Arx con conidios 

hialinos aseptados al inicio que con el tiempo cambiaron a marrón oscuro y con un septado 

característico.  

En los aislamientos del tipo B (B0300, B0307, B1807, B3107, B3209) y D (B0107, B0407, 

B1007, B2907, B3007), no se desarrollaron estructuras reproductivas, sin embargo el grupo tipo B, 

fue el único que mostró la pigmentación amarilla a rojiza permitiendo diferenciar así, aislamientos 

del anamorfo Neofusicoccum luteum, del teleomorfo B. lutea.  

Los aislamientos de L. theobromae (Tipo E): B0100, B1201, B607, B1301, B1401, B2007, 

B3609, B6111, B6211, B0501, B207, B1707, B2807, B3409, B5009, B4909, B6011, B5809, 

B0000, B1101, B1702, B2207, B3509, B3709, B3809, B3909, B4309, B4709, B4809, B5109, 

B5609, B6311, B0200, B5709 formaron numerosos picnidios castaños oscuros, en grupo e 

individualmente sobre la superficie del agar.  

Los conidios se presentaron uniseptados, cilindricos con constricción en el septo y 

extremidades redondeadas y paredes externamente lisas. Sus dimensiones variaron de 19,8 μm 

(valor mínimo) a 32,8 μm (valor máximo) de largo; 10,18 μm a 23,74 μm de ancho y relación 

longitud/ancho entre 1,05 y 2,18 (Tabla 2.6., Figuras 2.8 y 2.9).  

Los aislamientos B607 y B4309 fueron eliminados en los estudios posteriores debido a 

contaminaciones de los cultivos.  
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Los aislamientos de D. seriata (Tipo C): B0401, B0601, B701, B801, B901, B1001, B507, 

B907, B1507, B1607, B1907, B4109, B5209, B5909, B6411 formaron picnidios negros globosos, 

individuales sobre los palillos.  

Los conidios resultaron cilindricos, aseptados, redondeados en los extremos (oblongos) y 

con notable cicatriz de unión a la célula conidiógena. Color marrón oscuro cuando están maduros y 

de pared exterior lisa y la interior con ornamentos. Además, mostraron de 16,41 μm -27,40 μm de 

largo, 5,74 μm -11,36 μm de ancho y relación longitud/ancho entre 1,702 y 4,45 (Tabla 2.6., 

Figuras 2.8 y 2.9).  

De un total de 7 aislamientos de D. mutila (Tipo A), esporularon B1407, B4409, B0707, 

B0807, B1307. Formaron escasos picnidios negros, individuales sobre la superficie del agar.  

Produjeron conidios hialinos, de paredes lisas, sin septo y al envejecer con un septo tenue y 

presentaron entre 17,87 μm -23,35 μm de largo, 10,71 μm -15,78 μm de ancho y una relación 

longitud/ancho media entre 1,28 y 2,47 (Tabla 2.6., Figuras 2.8 y 2.9).  

Los resultados obtenidos hasta el momento, a partir de las diferencias significativas 

obtenidas en las múltiples comparaciones entre aislamientos, corroboran la presencia de tres 

especies diferentes de Botryosphaeriaceae en vides de Argentina en cuanto a las variables: ancho 

(V Test = 14,31***, P=0.000), longitud (V Test =5,45***, P=0.000) de conidios y la relación 

longitud/ancho (V Test = 11,06***, P=0.000).  

Los aislamientos de L. theobromae (grupo tipo E), presentaron significativamente, valores 

(μm) de ancho (V Test = 9,8***) y longitud de conidios (V Test = 5,6***) mayores que D. seriata y 

D. mutila (grupos C y A) (V Test = -10,42*** y V Test= -4,67***, respectivamente). Por otro lado, 

los aislamientos de D. seriata resultaron con valores significativos de L/A mayores (V Test = 

9,28***) que los de D. mutila (V Test = -2,25***) y L. theobromae (V Test = -8,00***) (Figura 

2.9). 
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Tabla 2.6. Tipo de micelio; producción de pigmento; producción de conidios; forma, color, 

septación, longitud, ancho y relación L/A de conidios, de aislamientos identificados de  

Botryosphaeriaceae obtenidos de vides con enfermedades de madera en Argentina. El término 

s/d corresponde a sin descripción debido a que los aislamientos no esporularon en laboratorio. 
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Figura 2.8. Conidios de distintas especies de Botryosphaeriaceae encontrados en vid, 

incubadas 20 días, a 25 ºC en oscuridad y APG 2 %. a) Diplodia seriata, b) Lasiodiplodia 

theobromae, c) Diplodia mutila (fotos superiores observadas con microscopio con aumento 

40X y fotos inferiores con aumento 100X). 

 

 

 

Figura 2.9. Diagramas Box plots1 ilustran la distribución de longitud (L) en μm, ancho (A) en 

μm y relación L/A de aislamientos que esporularon, de Botryosphaeriaceae de vides con 

enfermedades de madera en Argentina (n=4, con cuatro plantas por repetición) medidos a los 

21 días post-inoculación.  

 

 

 
1 La línea sólida y el signo + dentro de la caja corresponden a la mediana y media, respectivamente. Las barras tope 

de cada caja corresponden a 25 perceptil (inferior) y 75 percentil (superior) de los datos. Las barras externas 
representan los percentiles 10 y 90 y los puntos representan los valores mínimo y máximo (percentiles 5 y 95). 
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 Tasa de crecimiento a distintas temperaturas 

El estudio del ritmo de crecimiento del patógeno en las condiciones in vitro, de una idea del 

comportamiento del mismo, en la planta. En la tabla 2.7 se muestran las relaciones significativas 

entre la superficie de las colonias desarrolladas (mm2) de los 76 aislamientos y el tiempo de 

crecimiento (h) en APG, en oscuridad, para cada temperatura de estudio.  

 

Tabla 2.7. Valores significativos de superficie de la colonia promedio (mm2), en APG y 

oscuridad, de 76 Botryosphaeriaceae spp. mantenidos a diferentes temperaturas en un rango 

de 5 a 40 ºC en función del tiempo (Valor Test2 se utilizó como valor crítico de prueba 

asimismo, se describe el p-value asociado). 

 

 
2 Valor Test es el valor crítico de prueba que evalúa estadísticamente, la desviación entre la medida sobre el grupo y la 

medida sobre la población expresada en número de desviaciones tipo de una ley normal (Lebart et al. 1995) para 
describir los resultados significativos. El signo del V test determina la relación de la variable con la clase en sus 
valores altos (+) o valores (-). Se consideró que, para valor valor Test en valor absoluto ≥ 2,58 (99% certeza, 
p<0,001), el caso es altamente significativo***; entre 1,93-2,58 (95%certeza, p<0,01) el caso es significativamente 
probable**; entre 1,65-1,94 (90% certeza, p<0,10) es significativamente poco probable* y <1,64 altamente no 
significativo (NS). 
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Todos los aislamientos de Botryosphaeriaceae crecieron entre 25 ºC y 35 ºC, mientras que 

algunos de ellos no se desarrollaron a 15 ºC y 35 ºC. Asimismo, ningún aislamiento evaluado 

manifestó crecimiento a 5 ºC y sólo uno de ellos mostró crecimiento reducido a 40 ºC. Por otro 

lado, los resultados muestran que a 10 ºC y 15 ºC, los hongos presentaron menores valores de 

superficie. Además, entre las temperaturas de 10 ºC y 30 ºC, los aislamientos presentaron los 

mayores valores de superficie de la colonia a las 72 h de crecimiento. A una temperatura alta, de 35º 

C, el micelio fúngico, cuando se desarrolló, alcanzó mayor superficie a las 48 h.  

Los valores de Test críticos asociados a pruebas múltiples de análisis de varianza mostraron 

diferencias significativas entre los aislamientos de Botryosphaeriaceae, en cuanto a la superficie del 

micelio (mm2) a las 72 h de crecimiento en APG a 15 ºC (V Test =6,8, P<0.0000); 20 ºC (V Test 

=6,7, P<0.0000); 25 ºC (V Test =8,95, P<0.0000); 30 ºC (V Test =5,76, P<0.0000); 35 ºC (V Test 

=3,2, P<0.0001. 

Los valores de superficie en función de la temperatura para los distintos aislamientos se 

ajustaron matemáticamente a una curva de regresión, cuya expresión general fue: Y = a . e b. x, 

logrando el mejor ajuste para todos los aislamientos. El valor Y representó la superficie de 

crecimiento (mm2), el valor x correspondió a la temperatura de crecimiento y los valores de a y b 

representaron coeficientes de regresión. A partir de la derivación de las ecuaciones obtenidas, se 

obtuvo para cada aislamiento tipo, la fórmula: ln y = β . x + ln . a 

Se obtuvieron tantas fórmulas como combinaciones de aislamientos y temperaturas 

considerados y las mismas, permitieron estimar las tasas de crecimiento diario (mm2 día-1) a través 

del valor de la pendiente obtenido, según la fórmula T = β (pendiente de la función ln y) / 

(promedio de las tasas en el tiempo). Se calcularon las tasas de crecimiento de 32 colonias tipo L. 

theobromae (se eliminaron del análisis dos aislamientos por contaminaciones: B0607 y B4309), 15 

colonias del tipo D. seriata y cinco colonias de D. mutila que esporularon en medio de cultivo 

respectivamente. Asimismo, se calcularon las tasas de crecimiento de cuatro colonias de N. luteum, 

ya que si bien no esporularon, pudieron identificarse por su coloración del medio.  

También se estudiaron 15 aislamientos que no esporularon artificialmente y no pudieron ser 

identificados fehacientemente y se calcularon las tasas de crecimiento a fin de compararlas con las 

de los ya identificados. Igualmente se procedió a calcular las tasas de crecimiento de los patrones 

identificados, para ser consideradas en el primer análisis de componentes principales: L. 

theobromae (1 colonia), D. mutila (1 colonia), D. seriata (1 colonia), N. luteum (2 colonias) y 

Botryosphaeria dothidea (1 colonia).  

Se seleccionaron los dos factores que presentaron los valores propios más altos en el análisis 

ACP de tasa de crecimiento diaria a diferentes temperaturas de incubación. Ambos ejes explicaron 

el 87,33 % de la variabilidad total, con un 53,47 %  y 33,86 %, respectivamente. Los resultados 

significativos se mostraron en el plano factorial de los dos factores seleccionados, confeccionado a 
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partir de las coordenadas de individuos para cada repetición de cada tratamiento y de las 

coordenadas de las variables sobre ambos ejes factoriales (Figura 2.10). La dirección de los vectores 

que correspondieron a cada temperatura, indicaron los mayores valores de tasa de crecimiento diaria 

y la proyección en dirección opuesta señaló los valores más bajos. Asimismo, se representó cada 

grupo tipo con un color característico y aquellos aislamientos que no fueron caracterizados 

morfológicamente (porque no esporularon), se representaron con color gris. En el gráfico, todos los 

puntos de colores tienen una designación, aunque en algunos casos de L. theobromae y D. seriata 

están próximos que no fue posible editarlo. Los aislamientos argentinos se asociaron entre sí y con 

los patrones identificados, por la proximidad en el espacio y pudieron ser agrupados en 6 cluster, 

siendo identificada la distribución de los grupos por colores. La selección de las clases óptimas se 

realizó según la menor relación inercia-intra (dentro del cluster) y la mayor inercia-inter (entre 

cluster) y se optimizó la partición mediante el algoritmo K-mean.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.10. Proyección de patrones y aislamientos argentinos de Botryosphaeriaceae que se 

identificaron por sus características morfológicas, sobre el primer plano factorial seleccionado 

del ACP en función de la tasa de crecimiento (mm2 día-1) y temperatura (°C). Las 

nomenclaturas: LU, ST, PA, DO, OB y TH correspondieron a los patrones de Neofusicoccum 

luteum, Diplodia mutila, Neofusicoccum parvum, Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata y 

Lasiodiplodia theobromae. Todos los puntos de colores tienen una designación aunque no 

estén editados en el gráfico. 

Se obtuvo una clasificación de los aislamientos no identificados por ausencia de 

esporulación, al proyectar los mismos ilustrativamente sobre el plano factorial del ACP obtenido y 

 

Eje 1 53,47 %

Eje 2 33,86 %

Eje 1 53,47 %

Eje 2 33,86 %
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realizar una clasificación jerárquica de Ward que resultó en una identificación de los individuos en 

distintas clases con validaciones superiores al 95 % de certeza (Valores Test entre 1,93-2,58). En 

éste último análisis, se eliminaron dos aislamientos de D. seriata contaminados (B1907, B5209). La 

distribución de los grupos en el plano factorial explicó un 80,73% de variación: 65,88 % y 14,85%, 

para los ejes 1 y 2, respectivamente (Figura 2.11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.11. Proyección del total de aislamientos de Botryosphaeriaceae estudiados, sobre el 

primer plano factorial del ACP en función de la tasa de crecimiento (mm2 día-1) y temperatura 

(°C). Las nomenclaturas: LU, ST, PA, DO, OB y TH correspondieron a los patrones de 

Neofusicoccum luteum, Diplodia mutila, Neofusicoccum parvum, Botryosphaeria dothidea, 

Diplodia seriata y Lasiodiplodia theobromae. Todos los puntos de colores tienen una 

designación aunque no estén editados en el gráfico. 

 

La Tabla 2.8 describe las Tasas de crecimiento (mm2 día-1) de Botryosphaeriaceae spp. a 

distintas temperaturas en APG y oscuridad y asimismo, permite interpretar el gráfico resultante del 

ACP (Figura 2.11). Los aislamientos de L. theobromae (círculos verdes) mostraron tasas de 

crecimiento altas a las temperaturas de 15 ºC a 35 ºC con valores significativos mayores a la media 

general. Aislamientos de D. seriata (círculos naranjas) tuvieron crecimiento de 10 ºC a 30 ºC con 

tasas mayores a la media general. Contrariamente, en los casos de D. mutila (círculos marrones) y 

N. luteum (círculos rojos), presentaron significativamente tasas de crecimiento por debajo de la 

media, en el rango de 15 ºC a los 35 ºC (se observa en la dirección contraria de los vectores de 

temperatura). B. dothidea (círculos celestes), se caracterizó crecimiento a 40 ºC (tasas superiores a 

Eje 1 65,88 %

Eje 2 14,85 %

Eje 1 65,88 %

Eje 2 14,85 %
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la media) y tasas menores a las otras temperaturas (desde 15 ºC a 35 ºC). Este vector de 

temperatura, no se incluyó en la ilustración porque está explicado en el tercer eje del ACP.  

 

Tabla 2.8. Tasa de crecimiento (mm2 día-1) de los aislamientos de Botryosphaeriaceae a 

distintas temperaturas en APG y oscuridad (Valor Test3 se utilizó como valor crítico de prueba, 

asimismo, se describe el p-value asociado). 

 

La temperatura óptima de todos los aislamientos pertenecientes a cada grupo tipo resultó ser 

significativamente, de 25 ºC, dónde se alcanzó la mayor tasa de crecimiento para cada uno.  

 
3 Valor Test es el valor crítico de prueba que evalúa estadísticamente, la desviación entre la medida sobre el grupo y la 

medida sobre la población expresada en número de desviaciones tipo de una ley normal (Lebart et al. 1995) para 
describir los resultados significativos. El signo del V test determina la relación de la variable con la clase en sus 
valores altos (+) o valores (-). Se consideró que, para valor valor Test en valor absoluto ≥ 2,58 (99% certeza, 
p<0,001), el caso es altamente significativo***; entre 1,93-2,58 (95%certeza, p<0,01) el caso es significativamente 
probable**; entre 1,65-1,94 (90% certeza, p<0,10) es significativamente poco probable* y <1,64 altamente no 
significativo (NS). 
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Los aislamientos de D. seriata mostraron crecimiento miceliar a 10 °C (representaron el 73 

% del total de aislamientos que crecieron a esa temperatura). Neofusicoccum luteum representó el 

27 % restante de aislamientos que crecieron a 10 ºC pero no fue significativo estadísticamente 

(Tabla 2.8).  

B. dothidea, se desarrolló a 40 ºC de temperatura y correspondió al 53 % del total de hongos 

que crecieron a esa temperatura, mientras que el resto, D. seriata (37 %) y N. luteum (10 %) no 

resultaron significativos estadísticamente. A las temperaturas de 15 ºC y 20 ºC, los aislamientos de 

Lasiodiplodia theobromae y D. seriata presentaron las mayores tasas de crecimiento diario. Los 

aislamientos de L. theobromae, D. seriata  y Diplodia mutila incubados a 25 ºC, 30 ºC y 35 ºC, 

presentaron mayores tasas de crecimiento diario que Neofusicoccum parvum,  N. luteum y B. 

dothidea (Tabla 2.8). 

 

Pruebas de patogenicidad por cumplimiento de postulados de Koch. 

Todos los aislamientos de Botryosphaeriaceae representantes de los grupos tipo 

identificados: B0000, B1402 (L. theobromae, grupo E); B0701, B1907 (D. seriata, grupo C); 

B4407, B0807 (D. mutila, grupo A); B0300, B0307 (N. luteum, grupo B) y B2907 y B0107 (Grupo 

D), resultaron patógenos al cultivar V. rupestris cumpliendo con los Postulados de Koch.  

Los resultados del recuento de ufc (unidades formadoras de colonias) establecieron que el 

potencial de inóculo utilizado varió entre 2,5 x106 y 3,8 x106 ufc ml-1. El avance de la enfermedad 

medido a través de la determinación visual de síntomas, mostró diferencias significativas entre 

inoculados y testigos con nivel de confianza del 99 % (P=0.000). 

 Se observaron síntomas (grado 2 y 3 según Zanzotto et al., 2008) en el 100 % de las plantas 

de V. rupestris, a los 4 días desde la inoculación. Las plantas mostraron reducción de crecimiento, 

oscurecimiento de tallos, clorosis y enrojecimiento de bordes en hojas (algunas enruladas hacia 

abajo) y muerte de plantas. En ese lapso, el 100 % de las plantas inoculadas fueron alcanzadas por 

el desarrollo del  micelio de los hongos.  

Asimismo, las plantas, se diferenciaron significativamente de los testigos, los que 

presentaron la escala 0 = hojas verdes sin síntomas (Zanzotto et al., 2008) y crecieron normalmente 

(Figura 2-12).  

La efectividad de las inoculaciones, siguiendo los postulados de Koch, fue comprobada 

mediante el re-aislamiento de los hongos, a partir de la zona de inoculación, en un 100 % de las 

plantas, en cada una de las cinco repeticiones, para los diez aislamientos estudiados (representantes 

de cada grupo morfológico observado). 
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Figura 2.12. Sintomatología observada en las pruebas de patogenicidad. Tres plantas in vitro 

de V. rupestris con síntomas grado 3 según Zanzotto et al., (2008), a los cuatro días de la 

inoculación con L. theobromae (A) y tres testigos sanos (B). 

 

Una vez caracterizados morfológicamente los aislamientos, se analizó el origen de los 

mismos. Del total de aislamientos de la necrosis b, los correspondientes a L. theobromae y D. 

seriata correspondieron a un 37,5 % respectivamente, mientras que N. luteum y B. dothidea se 

presentaron en un 12,5 %, respectivamente. En la necrosis sectorial d, el 59 % de aislamientos 

correspondieron a L. theobromae, el 33 % a D. seriata y el restante 8 % a N. luteum y D. mutila. En 

la necrosis c se obtuvieron D. seriata (50 %), L. theobromae (25 %), N. luteum (12,5 %) y B. 

dothidea (12,5 %). Asimismo, se obtuvieron a partir de los vasos oscurecidos: L. theobromae (45 

%),  D. seriata (26 %), D. mutila (12,5 %), B. dothidea (10 %) y N. luteum (6,5 %). 

A partir de plantas de < 10 años se aislaron L. theobromae (34,15 %), D. seriata (31,71 %), 

D. mutila (14,63 %), N. luteum (9,76 %) y D. mutila (9,76 %). En plantas de > 10 años: L. 

theobromae (57,14 %), D. seriata (32,89 %) mientras que D. mutila se aisló en 9,21 % y los grupos 

restantes correspondieron a un 6,58 %, respectivamente.  

Por otro lado, se aisló D. mutila del tronco (42,86 %) y zona de bifuración de brazos (14,29 

%) en vides maduras y de la zona de injerto (28,57 %), e igual % de la zona de tallo de vides 

jóvenes. Los aislamientos de N. luteum se obtuvieron de brazos de vides maduras (40 %) y de unión 

injerto (20 %) e injerto (40 %) de vides jóvenes. D. seriata fue aislada de tronco (48 %) y brazos de 

plantas maduras (20 %) y de injerto (32 %) en vides jóvenes. Particularmente para B. dothidea el 40 

% de aislamientos respecto del total del grupo se obtuvieron de la zona de injerto de vides jóvenes, 

y con 20 % se aislaron de brazos, tallos y tronco de las cepas. L. theobromae se aislaron de todas las 

zonas evaluadas: en un 41,18 %, 5,88 %, 17,65 % de troncos, bifurcación de brazos y brazos, 

respectivamente. En vides jóvenes se aislaron 2,94 % de la base y tallo respectivamente, 5,88 % de 

la unión de injerto y pie respectivamente y el 17,65 % de injerto. 
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2.3.3. Caracterización molecular de aislamientos e identificación de especies 

Optimización de la extracción de ADN genómico a partir de micelio L. theobromae. 

Calidad y cuantificación de ADN.  

Los resultados obtenidos en el análisis del tiempo de procesamiento, manipulación de 

sustancias peligrosas y dificultad de los métodos empleados, reflejó que los protocolos C, A y F 

demandaron un período más extenso (entre 5 horas y 6 horas y media), considerando la media de 

tiempo general. En el caso de las técnicas B y D el tiempo empleado se consideró medio empleando 

entre 3,5 y 5 horas. El método F requirió un tiempo bajo de proceso de sólo 3 horas (Tabla 2.9).    

Los métodos A, F, y D se caracterizaron por una alta manipulación de agentes peligrosos 

(Nitrógeno líquido, 2-mercaptoetanol, cloroformo, Fenol, SDS, fenol/cloroformo/isoamilico, 

cloroformo/isoamilico), lo que implicó una dificultad de proceso alta. El método D se asoció a una 

alta manipulación de agentes peligrosos y media dificultad de ejecución y el método B presentó 

manipulación intermedia de agentes (Nitrógeno líquido, B-mercaptoetanol y SDS) y baja dificultad 

de proceso. El método más simple y sin manipulación de agentes fue el método E (Tabla 2.9). 

Los resultados de absorbancia; relación A260/A280; concentración de ADN, proteínas y 

pureza revelaron diferencias significativas entre los métodos (F de Fischer:1111; P=0.000).  

A través del método A se extrajeron concentraciones medias a altas de ADN (103,75 μg ml-

1 – 255 μg ml-1), mientras que el método F se caracterizó significativamente por las mayores 

concentraciones (255 μg ml-1– 315,9 μg ml-1) respecto los otros métodos (media general = 94,18 μg 

ml-1). Los métodos B y D se asociaron a muy bajas concentraciones de ADN (0 – 45 μg ml-1), con 

una media de 16,10 y 18,50 μg ml-1comparados con la media general, respectivamente. El método 

C presentó una media de 33.87 μg ml-1 menor a la media general (Tabla 2.9).  

Los valores altos de DO se asociaron a los métodos F y B (2563-3000 nm y 1840-2563 nm, 

respectivamente), valores medios se asociaron al método A (1144 nm – 1840 nm) mientras que el 

método D se asoció a los valores bajos. 

La calidad del ADN se evaluó sobre la base de la relación de absorbancias A260/A280 y 

porcentaje de pureza (%). Los métodos A, E y C extrajeron el ADN con mayor pureza 

manifestándose cocientes de absorbancia altos (1,69 - 1,92) y mayor pureza (93,5 % - 106 %). El 

método B se asoció a valores medios de relación A260/A280 (0,73 –1,85) y % de pureza menores 

que la media general. El método D fue el que obtuvo valores muy bajos de pureza de ADN (0 % – 

13 %) y relación A260/A280 (0 – 0,22). En cuanto al contenido de proteínas, se observó que el 

método F se asoció valores mayores a la media general (1,18 μg ml-1 > a 0,42 μg ml-1), el método 

A presentó valores medios, mientras que el método C presentó los más bajos contenidos de 

proteínas (0 – 0,15 μg ml-1) (Tabla 2.9). 
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Tabla 2.9. Comparación de tiempo de procesamiento, concentración, rendimiento y pureza 

entre las muestras de ADN extraídas de L. theobromae por los diferentes métodos de 

extracción de ADN empleados. 

 



RESULTADOS Capítulo II 
 

Cecilia Alicia CÉSARI 106 

 
Figura 2.13. Gel de agarosa al 0,8 % teñido con bromuro de etidio para la verificación de la 

calidad y cantidad del ADN de L. theobromae extraído por el método A (columnas 1 a 6 de 

izquierda a derecha) y método E (columnas 7 a 12) comparados con 100 mg de ADN de λ no 

digerido (M, primera columna de la izquierda). 

 

 

Figura 2.14. Gel de agarosa al 0,8 % teñido con bromuro de etidio para la verificación de la 

calidad y cantidad del ADN de L. theobromae extraído por el método B (columnas 1 a 6 de 

izquierda a derecha) y método D (columnas 7 a 12) comparados con 100 mg de ADN de λ no 

digerido (M, primera columna de la izquierda). 

 

 

Figura 2.15. Gel de agarosa al 0,8 % teñido con bromuro de etidio para la verificación de la 

calidad y cantidad del ADN de L. theobromae extraído por el método C (columnas 1 a 6 de 

izquierda a derecha) y método F (columnas 7 a 12) comparados con 100 mg de ADN de λ no 

digerido (M, Primera columna de la izquierda). 
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Los métodos modificados por Ma et al. (2002) (Método A), y el kit comercial de extracción 

(Método E), se seleccionaron en base a los resultados obtenidos, como los mejores métodos, ya que 

proporcionaron mayor concentración y mejor calidad de ADN.  

Con la aplicación del kit comercial se redujo el tiempo de extracción y el nivel de toxicidad 

por el menor uso de sustancias peligrosas, además, se realizó la extracción simultánea de ADN de 

un número mayor de muestras, aunque su costo fue elevado. Por otro lado, con el método Ma et al. 

(2002) se obtuvo mayor cantidad de ADN puro, sin embargo, requirió mayor manipulación y 

tiempo de procesamiento. A diferencia del kit de extracción, resultó ser un procedimiento 

económico. La utilización de ambos métodos de extracción estuvo supeditada a la variable 

económica. 

 

 

Extracción, cuantificación de ADN genómico obtenido de aislamientos de 

Botryosphaeriaceae y amplificación de regiones ITS, B-TUBULINA Y NL4 mediante la 

técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

Las metodologías de extracción empleando el Kit Qiagen para el total de 74 aislamientos de 

Botryosphaeriaceae puros obtenidos logró ADN de buena calidad. Se cuantificó por 

espectrofotometría y se obtuvieron rangos de ADN entre 562,8 ng μl-1 y 119,2 ng μl-1. El promedio 

de la relación de absorbancia 260/280 obtenida estuvo comprendida entre 1,3 y 2,0, considerada 

apropiada para estudios genéticos que requieran ADN de calidad. Las amplificaciones por PCR de 

la región ITS del ADN ribosomal, de la región β-tubulina y de NL4, se verificaron en geles de 

agarosa al 1,2 % teñidos con bromuro de etidio. Se estandarizaron los reactivos de PCR, tomando 

algunas muestras a las que se modificaron concentraciones, hasta encontrar la óptima de MgCl2 y 

Taq-ADN polimerasa.  

En el caso de ITS, las amplificaciones resultaron ser satisfactorias, aunque se produjeron 

fragmentos únicos (bandas) de aproximadamente 580 pb. No se observó polimorfismo en el tamaño 

de los fragmentos entre los aislamientos de Botryosphaeriaceae evaluados, de manera que no 

resultó útil para la separación a este nivel taxonómico y evidenció una gran similitud existente entre 

algunas especies en estudio. La identificación por PCR a partir de los cebadores Bt2a y Bt2b, como 

también para la región NL4 con los cebadores ITS1 y NL4 no siempre fue posible ya que mostró 

ausencia de productos amplificados, por lo que no se obtuvieron resultados. En los casos que en los 

que la amplificación fue positiva, se amplificó un fragmento único de 450 pb y 1200 pb (pares de 

bases) respectivamente e indicando monomorfismo, al igual que con ITS. 

Restricción enzimática 

Los productos PCR de la región ITS de 30 aislamientos representativos de los grupos tipo 

morfológicos (A,B,C,D y E) y también los patrones Neofusicoccum luteum, Lasiodiplodia 
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theobromae, Diplodia mutila, D. seriata y Botryosphaeria dothidea, fueron digeridos con 5 

enzimas de restricción: AluI, HaeIII, CfoI, NciI y Taq, y resultaron fragmentos de los tamaños 

esperados, observándose polimorfismo entre los aislamientos.  

Se produjeron fragmentos de distinta longitud, encontrándose de 1 a 4 bandas por 

aislamiento. La Figura 2.16. ilustra los patrones obtenidos de la digestión enzimática y los perfiles 

de restricción observados para cada una de las enzimas estudiadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.16. Geles de agarosa al 1,2 % teñidos con bromuro de etidio donde se observan los 

productos amplificados del ITS del ADN ribosomal, de aislamientos de Botryosphaeriaceae, 

luego de su restricción con las enzimas CfoI, HaeIII, NciI, Taq y AluI. Se utilizaron los 

marcadores de peso molecular Lambda y 100 bp y se señalaron los perfiles de restricción 

definidos para cada enzima, con un recuadro amarillo. 
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Con la digestión de la enzima CfoI se obtuvieron cuatro patrones de restricción diferentes 

(designados con letras A, B, C y D). Con la enzima HaeIII se generaron cinco patrones diferentes 

(A, B, C, D y E), NciI y Taq generaron seis (A, B, C, D, E y F).  

La digestión realizada con la enzima AluI fue la que tuvo mayor número de bandas de 

distintos pesos moleculares comparada con las otras enzimas, generando nueve patrones de bandas 

diferentes para los aislamientos estudiados (A, B, C, D, E, F, G, H e I). Estos patrones de restricción 

para cada enzima y la distribución de los aislamientos se muestran en la Figura 2.17.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.17. Patrones de restricción de los productos amplificados del ITS del ADN ribosomal 

de aislamientos de Botryosphaeriaceae, para cada enzima y distribución de los aislamientos 

identificados. 
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El dendrograma de UPGMA (Figura 2.18) mostró una agrupación en 5 grupos definidos, 

con una 66% de similitud. En la descripción de estos grupos, se observaron inconsistencias con las 

caracterizaciones morfológicas debido a que se agruparon patrones identificados diferentes y 

además, agrupó aislamientos que corresponden a distintas especies.  

Los aislamientos B0307 y B0707 son agrupados a pesar de que, el primero corresponde a N. 

luteum y el segundo corresponde a D. mutila, según las características morfológicas. Por otro lado, 

los aislamientos B2407, B2507 que corresponden a D. seriata, son agrupados al aislamiento B2207 

que corresponde a L. theobromae según las características conidiales.  

Por otro lado, cuando se consideró el 81,8 % de similitud, el dendrograma de UPGMA 

(Figura 2.18) mostró una agrupación en 12 grupos definidos. En este caso, se observó que si bien se 

logró agrupar las mismas especies identificadas, en algunos grupos la identificación de especies de 

Botryosphaeriaceae no fue consistente con la agrupación.   

El análisis de los perfiles electroforéticos obtenidos por las restricciones de la región ITS del 

ADN ribosomal, no agrupó los aislamientos dentro de los “grupos tipo” definidos en los estudios 

morfológicos y además, no fue concluyente en cuanto a la diferenciación de especies del género 

Botryosphaeriaceae al comparar con los patrones utilizados. Sin embargo, al observar los perfiles 

electroforéticos es posible deducir la existencia de dos o incluso más especies en Argentina.  

 

Secuenciación e identificación de especies 

Se secuenciaron los espacios internos transcritos internos ITS del ADN ribosomal de 21 

aislamientos seleccionados para llegar a una identificación definitiva. Las secuencias obtenidas de 

los productos purificados de PCR de las regiones ITS de los aislamientos seleccionados en función 

de los estudios morfológicos: L. theobromae (B6211, B4809, B0207, B3596, B0000), Diplodia 

seriata (B1507, B 3309, B2107 y B4009), D. mutila (B4609, B0707, B1307, B4409), N. luteum 

(B0301, B0307, B1807, B3107) y B. dothidea (B0407, B1007, B2907, B3007) fueron editadas y 

analizadas por BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool) en el GenBank (National Center of 

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) y se muestran en la Figura 2.19. 

La longitud de las secuencias obtenidas varió de 503 a 588 pares de bases. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
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Figura 2.18. Dendrogramas obtenidos a partir de la restricción enzimática de los productos de la 
amplificación de fragmentos específicos del ADN ribosomal de aislamientos de Botryosphaeriaceae. En el 

dendrograma superior, se ilustran cinco grupos con el 66% de similitud y en el dendrograma inferior se 
ilustran 12 grupos con el 81,8% de similitud, según el coeficiente de similitud Simple Matching. 
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Figura 2.19. Secuencias obtenidas con los primers ITS1-4, de aislamientos representativos de los cuatro 
grupos “tipo” caracterizados morfológicamente: B0301 (Neofusicoccum luteum), B1507 (Diplodia 
seriata), B1307 (Diplodia mutila), B0407 (Botryospharia dothidea, anamorfo Fusicoccum aesculi) y B0000 

(Lasiodiplodia theobromae). 

 

Las Figuras 2.20 a 2.24 ilustran los alineamientos de las secuencias de B0000, B1507, 

B1307, B0307, B0407 con una o más de las secuencias confrontadas del GenBank, tomando, a los 

efectos de la identificación, el primer resultado del FASTA realizado por el BLASTn, 

correspondiendo a IKF814723 (L. theobromae), IDQ356355 (D. seriata), IEU030326 (D. mutila), 

IHQ392717 (N. luteum) y IDQ233602 (B. dothidea), respectivamente. 
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Figura 2.20. Alineamiento parcial de secuencias obtenidas con los primers ITS1-4 correspondientes al 
aislamiento argentino B0000 y la accesion IKF814723 del GenBank (Lasiodiplodia theobromae). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESULTADOS Capítulo II 
 

Cecilia Alicia CÉSARI 114 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.21. Alineamiento parcial de secuencias obtenidas con los primers ITS1-4 correspondientes al 
aislamiento argentino B1507 y la accesion IDQ356355 del GenBank (Diplodia seriata). 
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Figura 2.22. Alineamiento parcial de secuencias obtenidas con los primers ITS1-4 correspondientes al 
aislamiento argentino B1307 y la accesion IEU030326 del GenBank (Diplodia mutila). 
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Figura 2.23. Alineamiento parcial de secuencias obtenidas con los primers ITS1-4 correspondientes al 

aislamiento argentino B0307 y la accesion IHQ392717 del GenBank (Neofusicoccum luteum). 
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Figura 2.24. Alineamiento parcial de secuencias obtenidas con los primers ITS1-4 correspondientes al 
aislamiento argentino B0407 y la accesion IDQ233602 del GenBank (Botryosphaeria dothidea anamorfo 
Fusicoccum aesculis). 

 

La secuenciación de productos amplificados purificados y posterior comparación de las 

secuencias obtenidas con las depositadas en la base de datos GenBank, permitió identificar de 

forma concluyente, los aislamientos de los grupos tipo que no esporularon y se identificaron por 

metodos morfológicos, considerando una identificación definitiva cuando los porcentajes de 

homología (identificación) estuvieron comprendidos entre el 91 % y el 99 %.  

En la Tabla 2.10 se resumieron los aislamientos estudiados y su comparación por 

comparación con accesiones de la base de datos del GenBank, con probabilidades de alineamiento 

menores a 0,005 por lo que resultaron significativos y no son debidos al azar.  

Además, se obtuvieron porcentajes, de cada secuencia problema alineada con las accesiones, 

superiores a 87 % hasta el 100 %. 

Los resultados obtenidos permitieron la identificación de las secuencias de cepas aisladas de 

la familia Botryosphaeriaceae, provenientes de viñedos argentinos a partir de plantas con síntomas 
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de hoja de malvón y decaimiento de vides jóvenes, las cuales pertenecen a: L. theobromae, D. 

seriata, D. mutila, N. luteum y B. dothidea. 

 

Tabla 2.10. Identificación de las secuencias obtenidas de 21 aislamientos de 

Botryosphaeriaceae por comparación en la base de datos del GenBank: identificación de 

aislamientos argentinos secuenciados, procedencia e identificación de especie obtenida, 

número de acceso en la base de datos del GenBank, p-value del alineamiento (p<0,005 es 

significativo), % de la secuencia de cada aislamiento argentino que es alineado con la accesión 

y porcentaje de similitud con las secuencias contrastadas, que establece la identificación de 

cada especie. 
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2.4. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

El declinamiento de vides, está asociado en todo el mundo, a especies de 

Botryosphaeriaceae. En esta tesis, se identificaron 76 aislamientos a partir de plantas creciendo en 

distintas regiones vitícolas argentinas, que presentaban síntomas de hoja de malvón y declinamiento 

de vides jóvenes, confirmando la primer hipótesis: las especies de Botryosphaeriaceae integran una 

comunidad y están comúnmente diseminadas en los viñedos de las distintas regiones agroclimáticas 

argentinas donde se realiza el cultivo de la vid, causando decaimiento y muerte de plantas. Algunas 

de estas especies, se encuentran como endógenas o latentes en la madera de la vid, son oportunistas 

y, en condiciones de estrés o cuando se incrementan los cambios climáticos, provocan síntomas de 

las enfermedades asociadas (Slippers y Wingfield, 2007a). 

El 100% de los aislamientos, se obtuvo en su forma anamórfica (asexual), corroborando la 

reducida cantidad de teleomorfos (formas sexuales) que pueden encontrarse en la naturaleza, en 

coincidencia con los resultados obtenidos por Shoemaker (1964). Los anamorfos de las especies de 

Botryosphaeria se atribuyen actualmente a los géneros Fusicoccum Corda, Neofusicoccum Crous, 

Slippers y Everth., Diplodia Fr., Lasiodiplodia Ellis y Everth. y Dothiorella Sacc. (Denman et al., 

2000, Crous et al., 2006 ; Phillips et al., 2005; Index Fungorum http://www.indexfungorum.org).  

En el Capítulo I, se caracterizaron fenotípicamente y culturalmente todas las especies de 

Botryosphaeriaceae aisladas de vides enfermas confirmando la segunda hipótesis planteada y 

revelando que las características morfológicas son útiles para una identificación preliminar de 

especies, además de facilitar la identificación. A nivel mundial, se han reportado al menos 13 

especies de Botryosphaeriaceae diferentes, mientras que, los estudios de caracterización de 

colonias y estructuras reproductivas, estudio de tasas de crecimiento miceliar y secuenciación 

de la región ITS del ADN ribosomal efectuados en este trabajo de tesis, han detectado cinco de 

ellas: Lasiodiplodia theobromae (Pat) (Teleom. Botryosphaeria theobromae), Diplodia seriata 

(Teleom. B. obtusa), Diplodia mutila (Teleom. B. stevensii), Fusicoccum aesculi (Teleom. B. 

dothidea) y Neofusicoccum luteum (Teleom. B. luteum). En diversas regiones vitivinícolas del 

mundo, se han citado estas mismas especies como causantes de Black dead arm, Botryosphaeria 

canker, Diplodia cane dieback y decaimientos por Neofusicoccum (Agustí-Brisach et al., 2013a,b; 

Amponsah et al., 2011; Baskarathevan et al., 2012; Billones-Baaijens et al., 2013; Candolfi et al., 

2010; Chebil et al., 2013; Correia et al., 2013; Crous et al., 2001; Díaz y Latorre, 2013; Gramaje y 

Armengol, 2011; Larignon, 2012; Phillips et al., 2002; Pitt et al., 2010; Singer y Cox, 2010; Qiu et 

al., 2011; Taylor et al., 2005; Úrbez-Torres et al., 2006, 2007, 2008, 2014; White et al., 2010). 

La identificación de los aislamientos obtenidos según las características morfológicas de 

colonias y estructuras fúngicas, constituyó un desafío, debido a la manifestación de colores y 

características de crecimiento similares y además, la ausencia de estructuras reproductivas sobre el 

medio de cultivo de varios de ellos (20 % de los aislamientos). Al respecto, Denman et al. (2000) 
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también reportaron dificultades para lograr la formación de estructuras reproductivas en medios 

artificiales y condiciones de laboratorio para algunas especies. Se identificaron fehacientemente 

tres especies de Botryosphaeriaceae combinando la información de los caracteres 

reproductivos de los anamorfos (conidios) y de las características de la colonia: L. theobromae, 

D. seriata y D. mutila. Si bien, la morfología de las colonias en el anverso y reverso, el margen 

decrecimiento y la textura de la colonia, el tamaño, forma de conidios y capacidad de esporulación 

de los aislamientos fueron variables, se estableció una clara concordancia entre los resultados 

obtenidos y la descripción de las especies. 

En cultivo, la característica para el diagnóstico de N. luteum fue la producción de un 

pigmento amarillo difusible en el medio de cultivo al tercer día de cultivo. Se observaron colonias 

de tres días de crecimiento en APG, a 25 ºC, en oscuridad, que mostraron diferencias al respecto, 

con otros aislamientos que no esporularon. Esto concuerda con lo publicado por Pennycook y 

Samuels, 1985; Phillips, 2000, 2002; Savocchia et al., 2007; Slippers et al., 2004b; Van Niekerk et 

al., 2004, que establecen que ese pigmento amarillo que forma N. luteum lo hace distinguible. Los 

aislamientos argentinos de D. mutila mostraron conidios hialinos mientras que D. seriata y L. 

theobromae se diferenciaron por la pigmentación castaña de sus conidios. La diferencia entre estas 

dos especies radica en que D. seriata posee conidios aseptados y se colorean en la madurez, 

mientras que L. theobromae posee conidios con un septo ecuatorial y son coloreados desde estadios 

iniciales del desarrollo, coincidente con descripciones realizadas por  Luque et al. (2005) y Phillips 

et al. (2002, 2005). En general para los tres parámetros analizados de las estructuras reproductivas 

(conidios): longitud L, ancho A y relación L/A, se observaron diferencias significativas entre los 

aislamientos de los grupos morfológicos que esporularon. Los aislamientos de L. theobromae, 

presentaron mayor ancho y longitud de conidios mientras que los aislamientos de B. seriata 

presentaron mayores valores L/A, permitiendo así la diferenciación significativa entre las especies. 

Los valores de longitud y ancho de conidios de D. mutila no permitieron la diferenciación 

significativa del resto de las especies, aunque presentaron significativamente una relación L/A baja.  

En el presente estudio, los valores de longitud, ancho de conidios y relación L/A, resultantes 

para D. mutila (valor medio de 22,62 µm) coincidieron con las descripciones morfológicas de las 

especies realizadas por otros autores que establecieron que D. mutila posee conidios con una media 

menor a 24 µm de largo, entre ellos: Abdollahzadeh et al. (2013); Phillips et al., (2002, 2006) y 

Taylor et al. (2005). Sin embargo, Pitt et al. (2012) especificaron valores de largo y L/A mayores a 

los obtenidos en el presente trabajo. Las razones de las discrepancias con los resultados obtenidos 

en esta tesis, son desconocidas, pero podrían reflejar diferencias entre aislamientos de la misma 

especie, debidas a diferencias en la ubicación geográfica de los mismos. Las particulares 

estriaciones longitudinales irregulares de los conidios de L. theobromae permitió la fácil 

identificación de esta especie. Asimismo, se obtuvieron valores de 25,35 µm de longitud, 14,2 µm 



DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES Capítulo II 
 

Cecilia Alicia CÉSARI 121 

de ancho y 1,79 de L/A. Estos datos coinciden con lo obtenido por: Burgess et al. (2006); Oliveira 

Costa et al. (2006); Phillips (2002, 2004, Botryosphaeria site); Pitt et al. (2012); Rodrigues et al. 

(2011); Taylor et al. (2005) y Ùrbez-Torres et al. (2008). Los valores que resultaron para B. seriata 

de longitud de conidios (22,67 µm) y valores bajos de ancho de conidios (8,60 µm), como también 

los valores L/A resultaron similares a los indicados por la literatura consultada: Denman et al. 

(2003); Gure et al. (2005); Larignon et al., 2007; Taylor et al., 2005; Phillips et al. (2002, 2006, 

2007, Botryosphaeriasite); Pitt et al. (2012); Savocchia et al. (2007) y Úrbez-torres et al. (2009). 

Los aislamientos de Botryosphaeriaceae obtenidos en este estudio, resultaron patógenos, en 

coincidencia con los resultados generados en otros países (Amponsah et al. 2011; Savocchia et al., 

2007; Travadon et al., 2013). Por lo tanto, los programas de manejo de enfermedades actualmente 

aplicados en viñedos argentinos, deben considerar la abundante presencia de estas especies en 

condiciones de campo. En las plántulas in vitro inoculadas con cada aislamiento, se observó menor 

desarrollo, presencia de hojas cloróticas, necróticas y desarrollo del hongo. Investigaciones de 

Úrbez-Torres y Gubler (2009), demostraron la patogenicidad de aislamientos de todas estas 

especies demostrando su virulencia variable: L. theobromae fue la especie más virulenta, seguida 

por N. luteum, N. parvum y N. australe. Posteriormente, B. dothidea fue considerada medianamente 

virulenta mientras que D. mutila y D. seriata fueron evaluadas como débilmente virulentas. Por otro 

lado, se demostró que las especies de este género producen sustancias fitotóxicas para las hojas de 

vid cultivadas en condiciones in vitro. N. luteum, D. seriata y F. aesculi producen compuestos 

hidrofílicos de alto peso molecular como exopolisacáridos y fitotoxinas lipofílicas de bajo peso 

molecular (Martos et al., 2008). La presencia de inclusiones e hifas del hongo en los vasos del 

xilema, explicaría la restricción del flujo de agua, sales minerales y otros solutos a la planta, 

resultando en marchitamiento y muerte de las mismas. Se comprobó la patogenicidad de D. seriata, 

en vides cv. Red Globe, en Australia y Chile (Auger et al., 2004; Taylor et al., 2005). Asimismo, 

Van Niekerk et al. (2004), corroboraron que este patógeno produce lesiones en cv. Periquita, en 

Sudáfrica y Larignon et al. (2001) reportaron esta especie como responsable de un estriado oscuro 

en sarmientos de un año de Cabernet Sauvignon. Similares resultados obtuvieron en Australia, 

Castillo-Pando et al., (2002) en cv. Semillon y Savocchia et al., (2007) en los cvs. Chardonnay y 

Syrah. Por otra parte, D. seriata se ha asociado a problemáticas de la madera en vid en Italia 

(Mugnai et al., 1996), Portugal (Phillips, 2002), España (Armengol et al., 2001) y Francia 

(Larignon y Dubos, 1997).  

L. theobromae, se considera un patógeno no especializado, característico de regiones 

tropicales y subtropicales, con una amplia distribución en plantas hospederas. Se verificó su 

patogenicidad en vides de Mexico y California, cvs. Chardonnay y Thompson Seedless (Úrbez-

Torres et al., 2007). Por otra parte, Taylor et al. (2005), demostraron significativamente 

patogenicidad en vides cv. Red Globe, en Australia y en Italia (Burruano et al., 2008). Igualmente, 
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se verificó la patogenicidad de Botryosphaeria dothidea (anamorfo de Fusicoccum aesculi Corda) 

(Armengol et al., 2001) y Phillips (2000) estudió su presencia en Portugal, demostrando su 

patogenicidad en madera de vid. Por otra parte, Billones-Baaijens et al. (2013) probaron la 

patogenicidad de N. luteum en vides provenientes de vivero, consistente con reportes previos de 

Amponsah et al. (2008) y Billones-Baaijens et al. (2012). También, estudios de Diaz et al. (2013) lo 

citan como patógeno en vides de Chile. Investigaciones de Whitelaw-Weckert et al. (2006) 

reportaron la patogenicidad de D. mutila en vides de Pinot Noir en maceta y Larignon et al. (2001) 

reportaron esta especie como responsable de un estriado oscuro en sarmientos de un año de 

Cabernet Sauvignon. Iguales resultados obtuvieron en Australia, Castillo-Pando et al. (2002) y 

Savocchia et al., (2007) en cv. Chardonnay y Syrah. 

Los resultados del estudio de identificación de especies en función de su tasa de crecimiento 

diaria, fueron contundentes al someter los datos a un análisis estadístico factorial multivariado. Los 

dos factores seleccionados del análisis, explicaron el 87,33 % del total de la variabilidad. La 

proyección de los aislamientos de Botryosphaeriaceae sobre el plano de los dos factores, separó 

claramente el total, en seis grupos de aislamientos que se correspondieron con las especies 

Lasiodiplodia theobromae (33), Diplodia seriata (24), Diplodia mutila (8), Neofusicoccum luteum 

(7), Fusicoccum aesculi (Teleom. B. dothidea) (6) respectivamente, quedando incluidos dentro de 

cada grupo, los patrones de referencia respectivos. El sexto grupo correspondió solo al patrón 

identificado de Neofusicoccum parvum.  

La temperatura óptima para los aislamientos evaluados resultó ser de 25 °C, y su crecimiento 

a 10 °C fue nulo a reducido solamente en N. luteum y D. mutila que iniciaron el crecimiento de las 

colonias a las 48 h de incubación. Los aislamientos de L. theobromae y B. obtusa presentaron 

mayor superficie de la colonia en crecimiento en APG, con valores que indicaron que son hongos 

de crecimiento relativamente rápido, que fueron capaces de colonizar toda la caja de Petri de 85 mm 

de diámetro en 48 h. La mayor tasa de crecimiento de L. theobromae frente a otras 

Botryosphaeriaceae, ya fue descrito por Pearson y Goheen (1990). Urbez-Torres et al. (2006) 

demostraron que N. luteum mostró uno de los crecimientos más reducidos entre todas las especies 

de Botryosphaeriaceae estudiadas, coincidiendo con los resultados obtenidos en esta tesis que 

muestran las menores tasas de crecimiento en mm2 día-1 de 15 °C a 30 °C. Estudios de Sánchez et 

al., 2003, ajustaron curvas de crecimiento para B. dothidea (F. aesculi) que crecieron lentamente a 

10 °C y 35 °C, con temperatura óptimas de 28 °C. Sin embargo, en contraposición con los 

resultados obtenidos en este trabajo, otros aislamientos de Fusicoccum y Neofusicoccum obtenidos 

de otros huéspedes, no crecieron a 35 °C (Brooks y Ferrin, 1994, Jacobs y Rehner, 1998, 

Pennycook y Samuels, 1985). 

Por otro lado, los resultados obtenidos en esta tesis están de acuerdo con investigaciones de 

Úrbez-Torres et al. (2006), quienes reportaron que N. luteum y D. mutila crecieron a 35 °C y Jacobs 
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y Rehner (1998) obtuvieron similares observaciones para D. mutila. Se puede inferir, entonces, que 

los distintos aislamientos de una misma especie difieren en sus temperaturas óptimas de crecimiento 

en función de su origen geográfico. A 35°C los aislamientos de L. theobromae crecieron 

normalmente mientras que el resto creció con dificultad, en coincidencia con Carvalho Dias et al. 

(1998) que describió su crecimiento a temperaturas entre 27 °C y 35 °C. Una característica 

compartida por los aislamientos del tipo F. aesculi, D. mutila y N. luteum fue su crecimiento a 40 

°C. Resultaron los tres únicos aislamientos que crecieron a la máxima temperatura ensayada. El 

desarrollo a altas temperaturas también fue observado por Pennycook y Samuels, (1985); Sánchez-

Hernández et al., (2002) y Arias, (2008). Sin embargo, este carácter no parece ser constante ya que 

otros autores no pudieron registrar crecimiento del hongo a 35 °C (Jacobs y Rehner, 1998). Estudios 

de Eng et al., (2003) y Uduebo (1974), demostraron que la densidad de crecimiento de L. 

theobromae fue máxima a 30 °C. Además, Úrbez-Torres et al. (2006, 2009) observaron que la 

temperatura óptima de crecimiento para L. theobromae fue mayor que la de D. seriata, con tasas de 

crecimiento de 31 °C y 26 °C, respectivamente. Estos datos no coinciden con los resultados de este 

trabajo (25 °C), como así tampoco con lo descrito por Verma y Singh (1969). Investigaciones de 

Carvalho Dias et al. (1998) indican que la temperatura óptima de L. theobromae varía entre 25 °C y 

33 °C, intervalo que incluye la temperatura óptima de crecimiento indicada en este trabajo para esta 

especie. 

Para la especie D. seriata, Mohamandi et al. (2013), mostraron que aislamientos de esta 

especie mostraron mayores crecimientos radiales a 30 °C después de 48 h en APG, mientras que en 

este estudio fue a 25 °C. También contrariamente a lo obtenido, los autores observaron que especies 

de este género exhibieron crecimiento a 5 °C y 40 °C. Sin embargo, en coincidencia con los 

resultados obtenidos en esta tesis, Espinoza et al. (2009) y Thomidis et al. (2011) reportaron 25 °C 

como temperatura óptima para esta especie. Asimismo, Úrbez-Torres et al. (2006)  que el máximo 

crecimiento radial después de 48 h fue a los 26,8 °C mientras que Ploetz et al. (2009) y Van 

Niekerk et al. (2004) reportaron 27 °C como temperatura óptima para D. seriata. Los resultados 

obtenidos en vid no concuerdan con Sánchez et al. (2003), que establecieron en Quercus spp., la 

temperatura óptima para B. dothidea de 28 °C. Sin embargo, si coinciden en el crecimiento a 

temperaturas superiores a 35 °C, en contraste con observaciones de Brooks et al. (1994) y Jacobs et 

al., 1998 que no obtuvieron crecimiento a 35 °C. Luque (1989) estableció el rango óptimo de 

crecimiento colonial de D. mutila, entre 25 °C – 28 °C en APG, en el período 24 h-48 h. Estos 

resultados coinciden con los obtenidos en el presente estudio. La tasa de crecimiento máxima para 

F. aesculi que fue de 4,98 mm2 día-1 se obtuvo a 25 °C, en coincidencia con resultados de Brooks y 

Ferrin (1994) aislados de otras especies arbustivas (27 °C). Contrariamente a lo obtenido en los 

aislamientos argentinos de vid, Jacobs y Rehner (1998) y Moral et al., (2008) describieron 
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aislamientos de F. aesculi en otros huéspedes, que no crecían a 35 °C y mostraban tasas de 

crecimiento bajas a 10 °C.   

Existen evidencias de que diferentes especies del género, tienen diferentes temperaturas 

óptimas de crecimiento, las cuales podrían limitar el establecimiento de las especies en distintas 

regiones (Phillips, 2002; Savocchia et al., 2007; Taylor et al., 2005; Úrbez-Torres et al., 2006). 

Según Punithalingam (1976), L theobromae se encuentra generalmente en regiones tropicales y 

subtropicales en un amplio rango de hospederos. Asimismo, Burgess et al. (2003) observaron que 

es un patógeno tropical y subtropical a nivel mundial y sus estudios establecen que el clima frio del 

sudoeste y oeste de Australia, podrían prevenir su establecimiento. Otro factor que afectaría la 

distribución de especies, es su capacidad de adaptarse a nuevos hospederos al ser introducidos en un 

ambiente nuevo (Slippers et al., 2005). 

El presente estudio permitió además, comprobar que una misma planta de vid, puede 

albergar distintas especies de Botryosphaeriaceae. También, se verificó que L. theobromae, D. 

seriata y D. mutila fueron las especies dominantes tanto en vides de < 10 años con declinamiento, 

como también en vides con hoja de malvón (> 10 años), obtenidos a partir de necrosis b, sectorial d, 

necrosis c y vasos oscurecidos. Las especies más frecuentemente aisladas en Francia han sido D. 

seriata, N. parvum y D. mutila, asociadas frecuentemente a vides con “black dead arm” (Larignon 

et al., 2009; Laveau et al., 2009). Con el paso de los años, han ido apareciendo nuevas especies de 

la familia Botryosphaeriaceae en zonas vitivinícolas argentinas, que ya han sido descritas como 

patógenas en vid en otras zonas a nivel mundial. En esta tesis se logró aislar L. theobromae de todas 

las provincias vitícolas argentinas, en porcentajes altos. Se destaca que los aislamientos de D. 

mutila, mostraron sus mayores porcentajes de aparición en Catamarca y luego Mendoza en las 

zonas Centro y Este. La especie D. seriata se asoció a la zona centro de Mendoza principalmente y 

a Catamarca. Aislamientos de N. luteum se encontraron en Mendoza zona centro, norte y sur y en 

Catamarca. La especie F. aesculi se detectó en mayor porcentaje en Mendoza zonas Sur y Valle de 

Uco y en menor proporción en la provincia de San Juan. Con estos datos obtenidos, se concluye que 

la intervención humana es responsable de esta distribución aleatoria, probablemente asociada a una 

transmisión a través de material de propagación vegetativa infectado, coincidiendo con discusiones 

de Slippers y Wingfield (2007) que suponen que las especies de Botryosphaeriaceae no se 

distribuyen de igual forma en los viñedos en el mundo debido a la intervención del hombre. Se 

puede admitir la hipótesis de que es probable que se estén introduciendo nuevas especies patógenas 

en nuestras zonas, procedentes de viveros de otras regiones. Por lo tanto, un muestreo más completo 

de todas las provincias vitivinícolas, con diferentes condiciones climáticas será necesario para 

resolver completamente el rol de las especies de Botryosphaeriaceae y su patogenicidad en vid, en 

nuestro país. 
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La identificación en base a características morfológicas no permitió una discriminación 

definitiva entre especies, sin embargo fue una herramienta valiosa por ser sencilla y más rápida de 

realizar. Fue necesario recurrir a métodos moleculares que confirmaran o no, la identificación 

morfológica. En la última década, se ha extendido el empleo de técnicas moleculares en la 

identificación y clasificación de Botryosphaeriaceae y la amplificación directa de secuencias de 

ADN ribosomal, ha tenido importantes aplicaciones para aclarar problemas taxonómicos.  

En este trabajo, se realizó la extracción de ADN de los aislamientos de Botryosphaeriaceae 

obtenidos de vides enfermas argentinas, se obtuvo ADN de buena calidad y en concentración 

suficiente para la evaluación con los ITS. Considerando el análisis estadístico, como así también las 

observaciones realizadas de los productos de electroforesis, se puede concluir que, al utilizar 

micelio de L. theobromae como material sobre el cual se realizó la extracción de ADN, y el empleo 

de los métodos de extracción propuestos por Ma et al., (2002) modificado y el kit comercial Qiagen 

Dneasy Plant Minikit , se obtuvieron cantidades altas y de calidad de ADN que permitieron su 

posterior empleo en reacciones PCR y de restricción enzimática. 

Se realizaron pruebas y se pusieron a punto las amplificaciones de las regiones ITS del ADN 

ribosómico, extendiendo el estudio a β-tubulina y NL4 obteniendo amplificaciones positivas con 

todas las muestras y todos los cebadores empleados. Se concluyó que los cebadores utilizados no 

resultaron útiles para discernir específicamente las especies sólo por técnicas de PCR, debido a que 

la amplificación mostró un único fragmento de 580 pb con los cebadores para ITS, mientras que el 

producto amplificado con los cebadores para β-tubulina y NL4, tuvieron tamaños de 450 y 1200 

pares de bases respectivamente, por lo que todos los aislamientos evaluados, se agruparon en un 

mismo grupo. No obstante, estas regiones ha sido utilizadas por investigadores para identificar a 

nivel de género: Fusicoccum, Diplodia, Lasiodiplodia y Dothiorella, de esta familia fúngica tanto 

en vid como en otras especies vegetales (Bertsch et al., 2013; Denman et al., 2000; Halleen et al., 

2004; Slippers et al., 2004b; Úrbez-Torres et al., 2006; Zhou y Stanosz, 2001) 

La técnica molecular basada en la digestión de las amplificaciones del ADN ribosómico de 

ITS, con endonucleasas de restricción de corte frecuente, ofreció un patrón específico que permitió 

diferenciar 29 aislamientos de Botryosphaeriaceae. Sin embargo, estos métodos detectaron 

diferencias entre aislamientos de una misma especie, por lo que serían más apropiados para estudios 

de estructuras poblacionales y variabilidad genética, para lograr una detección rápida. 

Baskarathevan et al. (2012), confirmaron las identificaciones morfológicas de D. mutila y D. 

seriata, por restricción de la región ITS, utilizando AsuI y NcoI, respectivamente.  

 Se obtuvieron 76 aislamientos de Botryosphaeria spp. (teleomorfo). Se describieron 

morfológicamente y se identificaron cuatro especies de anamorfos: Neofusicoccum luteum (B. 

lutea), Lasiodiplodia theobromae (B. rhodina), Diplodia seriata (B. obtusa) y D. mutila (B. 

stevensii). El análisis de la secuencia ITS del ADN ribosomal de una selección representativa 
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de los distintos aislamientos corroboró los resultados morfológicos. Asimismo, se atribuyó 

identidad a los aislamientos que no esporularon y no pudieron ser identificados por sus 

estructuras reproductivas, para los cuales se había sugerido una designación específica. De 

esta manera, quedaron claramente diferenciadas B. dothidea y Neofusicoccum luteum. Se detectó 

una variación significativa entre secuencias de PCR de región ITS del ADN ribosomal cuando no se 

lograron discriminar entre las especies, con los estudios de restricción de las amplificaciones de 

PCR con enzimas. En futuros estudios es recomendable continuar con el análisis de secuencias de la 

región ITS para identificar las especies emergentes en Argentina. El análisis de secuencias de las 

regiones de ITS, EF-α y β-tubulina fueron utilizados por Mondello et al. (2013), para discriminar 

significativamente las especies D. seriata, L. theobromae, N. parvum y N. vitifusiforme mostrando 

altas homologías (98-99%). Los reportes de Linaldeddu et al. (2014), identificaron en vides 

italianas, a través del analisis de secuencias de la región ITS del ADN, a los patógenos D. seriata y 

N. parvum como así también, citaron por primera vez en vid a dos especies: D. olivarum y D. 

africana y describieron una nueva especie: L. mediterranea. Recientes estudios de análisis de 

secuencias, identificaron especies de Botryosphaeriaceae en vid: Mohammadi et al. (2013) D. 

seriata y N. parvum en vides de Iran, Akgul et al. (2014) B. dothidea, D. seriata, L. theobromae y 

N. parvum en Turquía, según estudios de Baskarathevan et al. (2012) B. dothidea, D. seriata, D. 

mutila, N. luteum, N. australe, N. ribis y N. parvum en Nueva Zelanda, Yan et al. (2013) citaron B. 

dothidea, D. seriata, L. theobromae y N. parvum en China, Ammad et al. (2014) reportaron B. 

dothidea, D. seriata y N. parvum en Algeria y estudios de Chebil et al. (2014) citan B. dothidea, D. 

seriata y N. luteum en vides de Tunisia. La especie N. parvum fue identificado por análisis de 

secuencias de ITS en Chile (Díaz et al., 2011) y L. theobromae en Peru (Rodríguez-Galvez et al., 

2015).  

En este capitulo, se demuestra que el empleo de técnicas moleculares es esencial para la 

detección de patógenos de madera como Botryosphaeriaceae spp. Se concluye que la tercer 

hipótesis planteada es ratificada. Los análisis moleculares, particularmente, la secuenciación, 

resultan ser herramientas potentes y eficientes para la identificación de las especies y son de utilidad 

para estudios de diversidad genética dentro del género en estudio. El material fúngico identificado 

en este estudio,  puede ser utilizado en un futuro, como patrones de referencia para la certificación 

sanitaria de vides. 

 

Por todo lo anteriormente expuesto, este capítulo de la Tesis genera nuevos conocimientos 

en la etiología de hongos de la familia Botryosphaeriaceae asociadas al cultivo de la vid en 

Argentina, a fin de implementar un diagnóstico rápido de estos hongos de madera en vides 

adultas y la posibilidad de certificar plantas de vivero libres de estos patógenos y puede ser de 

gran valor para el  diseño de medidas de control eficientes de las enfermedades de madera. 
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CAPÍTULO III.  
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3.1. INTRODUCCIÓN   

3.1.1. Los compuestos fenólicos en las plantas 

Recientemente, se ha observado la existencia de cultivares de vid más y menos tolerantes a 

las enfermedades de madera, y la principal hipótesis planteada sobre este comportamiento, se basa 

en el incremento de compuestos antimicrobianos constitutivos e inducidos en los tejidos de plantas 

tolerantes (fitoalexinas). Como consecuencia de ello, tanto el aumento de la producción endógena 

como la aplicación exógena de éstos compuestos, podrían ser empleados para reducir enfermedades 

en vid (Delaunois et al., 2013; Jeandet et al, 2013; Kiselev et al., 2011). En la vid, las principales 

fitoalexinas son de naturaleza fenólica. Su rol en la resistencia de especies leñosas a podredumbres 

de madera, ha sido ampliamente estudiado y su implicancia en la tolerancia de la vid a hongos de 

madera es motivo de esta tesis.  

Los compuestos fenólicos constituyen un conjunto heterogéneo de metabolitos secundarios 

ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se localizan en todas las partes de las plantas y su 

concentración es variable a lo largo del ciclo vegetativo. Estos compuestos, poseen en su estructura, 

uno o más anillos aromáticos (grupos bencénicos, C6-OH) con al menos, un sustituyente hidroxilo 

y pueden encontrarse en la naturaleza en formas conjugadas formando de distintos derivados 

(glicósidos, ésteres, metil éteres, etc.) (Romero de la Fuente, 2009; Lopez da silva, 2004). 

Probablemente, su actividad biológica más investigada, es su poder antioxidante, debido a la 

reactividad del grupo fenol de su estructura, y por lo tanto, su capacidad de detoxificar radicales 

libres producidos en condiciones patogénicas, actividad que minimiza los daños a macromoléculas 

(lipidos, proteínas, DNA) y estructuras celulares (Vitalini, 2012). Además, participan en diversas 

funciones de estructura y defensa vegetal, como la asimilación de nutrientes, síntesis proteica, 

actividad enzimática, fotosíntesis, formación de pigmentos, señalización en alelopatías y simbiosis.  

Se conocen compuestos de este tipo que participan en la atracción de polinizadores y 

fundamentalmente, son fitoalexinas implicadas en respuestas de defensa frente al ataque de 

patógenos y a factores estresantes (radiaciones UV, altas temperaturas, heridas, carencias 

minerales). También, se los asocia al color, características sensoriales y nutritivas y propiedades 

antioxidantes de los alimentos de origen vegetal (Dani et al., 2010; Lambert, 2012, Romero de la 

Fuente, 2009).  

Las fitoalexinas de la familia Vitaceae, son sujeto de numerosos estudios a causa de sus 

implicancias en la fitopatología y asimismo, por su efecto beneficioso para la salud humana y 

aplicaciones en la industria farmacológica. Diversos estudios experimentales y epidemiológicos 

demuestran la acción de estilbenos como el resveratrol, en la prevención del cáncer, de 

enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas y su acción sobre la diabetes.  
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Asimismo, corroboran sus propiedades antifúngicas, antibacterianas, antivirales, 

antimutagénicas, antihipertensivas, antiinflamatorias, y analgésicas (Aggarwal et al., 2004; Caruso 

et al., 2004; Dixon y Pasinetti, 2010; Farghali et al., 2013; Fremont, 2000; Guilford y Pezzuto, 

2011; Iriti y Faoro, 2009; Iriti y Vitalini 2011; Jang et al., 1997; King et al., 2006; Kiselev, 2011; 

Lambert, 2012; Pawlus et al., 2012; Pezzuto, 2011; Piotrowska et al., 2012; Rayne et al., 2008; 

Richard et al., 2011; Sun et al., 2002, 2007; Wang et al., 2006; Xia et al., 2010; Zhang, 2003). 

Por otro lado, los compuestos fenólicos sintentizados en las bayas de la vid en respuesta a 

una infección de un patógeno o a un estrés abiótico, sufren una transformación durante la 

fermentación, de modo que determina las características del vino, principal producto derivado de la 

vid (Buiarelli et al., 2007; Boutegrabet et al., 2011; Bustos et al., 2012; Deloire et al., 1998; 

Fanzone et al., 2012; Kong et al., 2011; Naugler et al., 2007;  Nour et al., 2012; Stervbo et al., 

2007; Vitrac et al., 2005; Zhu et al., 2012). 

 

3.1.2. Biosíntesis de compuestos fenólicos en plantas 

Se conocen dos rutas metabólicas por las cuales se forman los compuestos fenólicos: por un 

lado, la vía de los Policétidos, minoritaria en plantas superiores, a partir de Acetil CoenzimaA a la 

que se le van adicionando unidades de malonil-CoA; por otro lado, son sintetizados a partir de la 

fenilalanina, a través del metabolismo fenilpropanoide (Dixon y Paiva, 1995) mayoritario en las 

plantas superiores. A veces, ambas vías pueden participar conjuntamente en la formación de 

compuestos complejos (Ali et al., 2010; Boubakri et al., 2013; Chong et al., 2009; Ferrer et al., 

2008; Jeandet et al., 2010; Lambert, 2012). La ruta fenilpropanoide involucra reacciones complejas, 

cuyo punto inicial es el final de la vía del ácido shiquímico que surge de la condensación de la 

eritrosa 4-P con el fosfoenolpiruvatoA y posteriores modificaciones. Se simplifica la via 

biosintética de los compuestos fenólicos en la Figura 3.1.  

La primera enzima involucrada en esta vía es la fenilalanina amonioliasa (PAL) que cataliza 

la desaminación del aminoácido fenilalanina para formar el ácido cinámico, precursor de los ácidos 

benzoicos. Posteriormente, la cinamato-4-hidroxilasa convierte el ácido cinámico en ácido p-

cumárico, precursor de los ácidos hidroxicinamicos (cafeico, ferúlico y sinapínico) a partir de los 

cuales derivan las ligninas a través de la enzima cinamoil-CoA reductasa (CCR). Los ácidos 

benzoicos e hidroxicinámicos originan los denominados ácidos fenólicos. El p-cumarato forma la p-

cumaroil-CoA por la 4-cumaroil-CoA ligasa. El producto de condensación de p-cumaroil-CoA y 

tres moléculas de malonil-CoA constituye el sustrato de dos enzimas: la chalcona sintasa (CHS) 

involucrada en la biosíntesis de flavonoides (C6–C3–C6) (flavonas, flavanonas, flavanoles, 

antocianos y 3-deoxiantocianidinas) y la estilbeno sintasa (STS) que cataliza la biosíntesis de 

resveratrol, precursor de los estilbenos (C6–C2–C6). 
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Figura 3.1. Via de síntesis simplificada de fenilpropanoides (Fanzone, 2012). C4H: cinamato-

4-hidroxilasa; 4CL: 4-cumarato-CoA ligasa; CHS: chalcona sintasa; PAL: fenilalanina 

amonioliasa; STS: estilbeno sintasa.    

 

El metabolismo de los compuestos fenólicos y sus regulaciones son complejos y no todos 

los mecanismos han sido dilucidados por completo. La actividad de la PAL, aumenta cuando la vid 

es sometida a situaciones de estrés hídrico, biótico, radiaciones UV o bajas temperaturas (Faulin, 

2010; Romero de la fuente, 2009). Igualmente, la STS también puede ser inducida por factores 

abióticos como radiaciones UV, ozono o estreses bióticos, constituyendo un biomarcador de 

defensa importante (Adrian et al., 2000). La acumulación coordinada de ambos mensajeros sugiere 

que las respuestas podrían ser reguladas a través de un mecanismo de control común. Además, se 

considera que éstas enzimas están reguladas por el SA y MeJA, moléculas implicadas en sistemas 

de señalización (Lambert, 2012). Múltiples investigadores describen la acumulación de mRNAs de 

PAL, STS y CHS en respuesta a diferentes estreses (Ferri et al., 2011; Leyva et al., 1995; Versari et 

al., 2001). Particularmente, se ha estudiado un incremento en la expresión de genes relacionados 

con la STS y la PAL en respuesta a la inoculación con B. cinerea y P. vitícola (Chong et al., 2009; 

Romero de la Fuente, 2009). 

 

3.1.3. Compuestos fenólicos detectados en vid 

Pueden diferenciarse dos grandes categorías de compuestos fenólicos en vid: los no 

flavonoides (ácidos fenólicos, cumarinas, lignanos, taninos y estilbenos) y los flavonoides 

(antocianinas, flavonas, isoflavonas, flavanones, flavonoles y flavanoles).  

Los flavonoides difundidos en vid son las antocianinas malvidina, peonidina, delfinidina, 

petunidina y cianidina (Cai et al., 2012; Kobayashi et al., 2010) a los que se les adjudica una 

actividad fotoprotectora (Agati et al., 2013). También se han identificado flavonoles como el 

kaempferol, la quercetina y la myricetina; flavonas, como la apigenina y la luteolina y los 
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flavanoles catequina, epicatequina, epigalocatequina, galocatequina y proantocianidinas (taninos). 

A éstos compuestos, también se les atribuye el rol de protección contra UV y antioxidantes (Becker 

et al., 2013; Obreque-Slier et al., 2012). Trabajos recientes sugieren que los flavonoides 

contribuyen a la resistencia de ciertos cultivares a Botrytis cinerea y Plasmopara viticola (Below, 

2012; Guerrero et al., 2010; Ignat et al., 2011; Lima et al., 2012). 

Las fitoalexinas más relevantes en vid, corresponden al grupo de no flavonoides, con 

estructura C6-C2-C6, dos ciclos bencénicos unidos por dos carbonos unidos entre ellos por doble 

ligadura. Se han identificado aproximadamente 100 estilbenos en Vitis. El primer estilbeno 

identificado en las Vitáceas, unidad molecular fundamental y más extendida, es el trans-

resveratrol (trans-3,4’,5-trihydroxystilbene), cuya estructura química consiste en dos anillos 

fenólicos unidos por un doble enlace de estireno. Debido a ese doble enlace, puede ser transformado 

en el isómero cis-resveratrol, menos estable a causa de un efecto estérico (de orientación) entre 

anillos aromáticos (Ahuja et al., 2012; Babikova et al., 2008; Borie et al., 2004; Cetin et al., 2011; 

Chong et al., 2009; Commun et al., 2003; Dubrovina et al., 2009; Gindro et al., 2012; Ji et al., 

2014; Latouche et al., 2013; Macke et al., 2012; Pawlus et al., 2012; Schnee et al., 2013 ; Tavares 

et al., 2013; Vergara et al., 2012; Wang et al., 2013; Zhang et al., 2011).  

Los estilbenos son producidos por estilbenos sintasas (STSs) a partir del p-cumaroil-CoA o 

análogos estructurales. Posteriormente sufren transformaciones como isomerización, metilación, 

glicosilación y oligomerización, como muestra la Figura 3.2 (Bellow, 2012; Danielsson et al., 

2011). La unidad básica sufre transformación para proteger la célula vegetal de sus potenciales 

efectos tóxicos y asimismo, los preserva de oxidación y degradación enzimáticas, mejorando su 

estabilidad. La glicosilación, podría estar involucrada en el almacenamiento, transporte desde 

citoplasma a apoplasto por ser solubles en agua y protección de la degradación peroxidativa 

(Lambert, 2012).  

La Figura 3.2 sintetiza los principales derivados del resveratrol que comúnmente se 

encuentran en la vid. Se citan, los derivados glicosidados, cis- y trans-piceidos (Anastasialdi et al., 

2012; Buiarelli et al., 2007; Ha et al., 2009b; Jiang et al., 2012; Leblanc et al., 2008; Naugler et al., 

2007; Santamaria et al., 2011); su derivado dimetilado pterostilbene (Adrian et al., 2000; Gamm et 

al., 2011; Ha et al., 2009a; Kim et al., 2009; Richard et al., 2011; Schmidlin et al., 2008; Vrhovsek 

et al., 2012) y oligómeros del resveratrol denominados α-viniferina, β-viniferina, δ-viniferina 

(Amico et al., 2009; Bisson et al., 2011; Jean-Denis et al., 2006; Kong et al., 2011; Macke et al., 

2012; Zga et al., 2009) y Vitisina A (Bindon et al., 2011; Chiou et al., 2009; Lambert et al., 2013; 

Lin et al., 2012; Mattivi et al, 2011). Paralelamente, se han identificado otros estilbenos con 

actividades biologicas promisorias como piceatanol o astringinina (Bavaresco et al., 2002; Kim et 

al., 2009; Waffo-Teguo et al., 1998; Zga et al., 2009), scirpusina A (Kong et al., 2010), vaticanol 

C (Mattivi et al., 2011) y ampelopsina (Chiou et al., 2009; Ha et al., 2009b; Mattivi et al., 2011). 

148 
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Figura 3.2. Formación de los estilbenos a través de la STS y ejemplos de transformaciones 

comunes que sufren estos compuestos.  

 

Numerosas investigaciones involucran a los estilbenos con los mecanismos de defensa de la 

vid y su poder antimicrobiano y hoy en día, está bien documentado (Parage et al., 2012).  

Se acumula en respuesta a infecciones de Plasmopara vitícola (Agati et al., 2008; Alonso 

Villaverde et al., 2011; Bellow et al., 2013; Boubakri et al., 2013; Dufour y Corio-Costet, 2013; 

Gindro et al., 2012; Godart et al., 2009; Goncalvez et al., 2011; Malacarne et al., 2011; Mattivi et 

al., 2011; Latouche et al., 2013; Steimez et al., 2012; Triska et al., 2012; Yu et al., 2012); Erysiphe 

necator (Dai et al., 2012; Pezet et al., 2004a,b; Romero-Pérez et al., 2001; Shiraishi et al., 2010); 

Botrytis cinerea (Adrian y Jeandet, 2012 ; Favaron et al., 2009; Jeandet et al., 2010; Timperio et 

al., 2012; Zheng et al., 2011); hongos de madera de la vid (Almafitano et al., 2011; Del Río et al., 

2001, 2004; Martin et al., 2009; Morrisey y Osbourn, 1999;  Lima et al., 2012; Lambert et al., 

2013; Schimidlin et al., 2008; Travadon et al., 2013; Rotter et al., 2009; Santos et al., 2006) ; virus 

y bacterias (Gutha et al., 2010; Robert-Seilaniantz et al., 2011; Sguerri et al., 2013; Shi et al., 

2013); insectos (Cai et al., 2012); radiación UV y heridas (Bavaresco et al., 2009; Shiraishi et al., 

2010; Keskin y Kunter, 2008; Koyama et al., 2012; Lijavetzky et al., 2008; Majer e Hideg, 2012; 



INTRODUCCIÓN Capítulo III 
 

Cecilia Alicia CÉSARI 147 

Wang et al., 2010) y sustancias químicas elicitoras (AJ, ciclodextrinas y Na-ortho-vanadato, 

cloruro de aluminio, utilizados individualmente o en combinación) (Belchí-Navarro et al., 2011, 

2013a,b; Belhadj et al., 2008; Boubakri et al., 2012, 2013; Bejan y Visoiu, 2011; Donnes et al., 

2011; Guerrero et al., 2010; Godart et al., 2009; Kiselev et al., 2011; Lopez y Carmona, 2008; 

Pastor et al., 2013; Poutaraud  et  al.,  2011; Riedel et al., 2012, Santamaria et al., 2010, 2011; 

Tassoni et al., 2012).  

Existen evidencias del carácter fitoalexínico del resveratrol: su elicitación y rápida 

acumulación tras la infección del patógeno y la detención de actividad de microorganismos 

patógenos observada en ensayos in vivo e in vitro. Asimismo, se ha comprobado que su carácter 

antifúngico no es específico para un microorganismo, sino que se produce en la vid frente a 

numerosos factores bióticos y abióticos. A pesar de la importancia de las enfermedades de madera 

de la vid y sin un fungicida eficaz para su control, hay pocos estudios que comparen la 

susceptibilidad de diferentes cultivares de vid por lo que es fundamental realizar una selección 

previa de cultivares que ofrezcan cierta tolerancia, entonces, la determinación del resveratrol como 

respuesta antifúngica constituye una herramienta idónea para ser utilizada como indicador de 

tolerancia.  

 

3.1.4. Métodos utilizados en la cuantificación de estilbenos 

La bibliografía confirma el uso predominante de la Cromatografía de Líquidos (LC), 

Cromatografía de Gases (GC) y Electroforesis Capilar (EC) para analizar y cuantificar por 

separación cromatográfica, el resveratrol. 

Los primeros estudios realizados para la determinación de trans-resveratrol utilizan la 

Cromatografía de Gases (GC). Sin embargo, los procesos de extracción y derivación requieren 

mucho tiempo y provocan la isomerización del trans-resveratrol en cis-resveratrol (Montero, 2003; 

Cai et al., 2009; Ji et al., 2014).  

La Cromatografía de líquidos incluye las técnicas más populares y fiables de separación de 

estilbenos, en base a su polaridad. En éstas técnicas desarrolladas a principios del siglo XIX, la fase 

líquida pasa sobre un soporte (fase estacionaria) retenido en una columna cromatográfica y es 

recogido el eluido en fracciones.  

La electroforesis capilar (EC), es una técnica reciente y representa un método alternativo a 

los anteriormente mencionados. Existen algunos pocos ejemplos de su uso en la determinación de 

niveles de flavonoles en material vegetal (Caridi et al., 2007; Chen et al., 2000; Herrero et al., 

2005; Vaher y Koel, 2003; Wang y Huang, 2004). La separación se lleva a cabo, según la relación 

masa/carga de las distintas moléculas, por el movimiento diferencial de iones en un campo 

eléctrico. Se coloca un cátodo y un ánodo en una disolución conteniendo iones (medio electrolítico) 
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y se aplica un voltaje de modo que los analitos a separar migren al electrodo de carga opuesta. 

Asimismo, la técnica se desarrolla en estrechos capilares (25 um - 100 um de diámetro interno), por 

lo que se produce un fenómeno denominado flujo electro-osmótico que se da debido a que la 

superficie interna del capilar está cargada que afecta de igual forma a todas las moléculas 

arrastrándolas hacia uno de los extremos (Ji et al., 2014; Montero, 2003; Kvasnicka et al., 2008). La 

EC es una técnica de alta resolución, sin paso de derivatización previo y corto tiempo de análisis. 

Sin embargo, presenta menor sensibilidad en términos de concentración de soluto y deficiente 

reproducibilidad, que otras técnicas cromatográficas (Ignat et al., 2011; López et al., 2008).  

La cromatografía líquida de alta resolución (High-performance liquid chromatography,  

HPLC) es en la actualidad, el método más empleado para el análisis cuantitativo de trans-

resveratrol, sin embargo, esta técnica requiere de etapas previas de extracción antes de la separación 

(Liu et al., 2013; Zhang et al., 2013).  

Se fundamenta en el uso de presión elevada de la fase móvil líquida para mejorar la 

resolución y aumentar la velocidad de los compuestos. Ésta transporta la muestra a través de la 

columna cromatográfica y los analitos interactúan con la fase estacionaria de forma que los más 

afines con ésta fase avanzan más lentamente y eluirán más tarde. Una vez eluido el compuesto, debe 

ser detectado a la salida de la columna. Se produce un cromatograma que representa la respuesta del 

detector en el tiempo y donde cada analito está representado por un pico que poseerá el tiempo de 

retención (tr). La intensidad del pico, será directamente proporcional a la concentración del analito 

correspondiente en la muestra.  

Existen distintos tipos de HPLC según la naturaleza de la fase estacionaria: de partición, 

(líquido), de adsorción (sólido con propiedades superficiales), de cambio iónico (sólidos 

intercambiadores de iones), de afinidad (sólidos con propiedades de retensión específicas) y de 

exclusión por tamaño (sólidos de porosidad controlada). Los disolventes más utilizados son el agua, 

el metanol y el acetonitrilo.  

Una mejora introducida a la técnica, para lograr una mejor separación de compuestos, es la 

variación en la composición de la fase móvil durante el análisis (elución en gradiente), según la 

hidrofobicidad del analito (Faulin, 2010).  

Asimismo, según la naturaleza de la fase polar, predominan los estudios de separación y 

caracterización de estilbenos como la Cromatografía de fase reversa (RP-HPLC), la cual consiste 

en una fase inmóvil apolar y una fase móvil de polaridad moderada. El tiempo de retención es 

mayor para las moléculas de naturaleza apolar, mientras aquellas de carácter polar eluyen más 

rápidamente. La cromatografía de fase reversa es tan utilizada que a menudo se lo denomina HPLC 

sin ninguna especificación adicional. Además, el tiempo de retención también aumenta con el área 

de superficie hidrofóbica que suele ser inversamente proporcional al tamaño del compuesto (Faulin, 

2010; Sarria 2013).   
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Además, esta técnica permite el acoplamiento de numerosos sistemas de detección, entre los 

cuales, predominan para detectar estilbenos los detectores de UV-vis (Latouche et al., 2013), de 

serie de diodos (DAD) (Zhang et al., 2013), espectrometría de masas (MS) (Delgado de la Torre, 

2012; Holthoff et al., 2010; Huang y Mazza, 2011), resonancia magnética nuclear (NMR), 

electroquímica (Nemcová et al., 2011), espectrofluorometría (Poutaraud et al., 2007) y 

quimioluminiscencia (Bellow et al., 2013). 

Los espectros de fluorescencia del trans-resveratrol en solución metílica a 10 μM, posee un 

máximo de excitación de fluorescencia alrededor de los 320 nm y un máximo de emisión de 

fluorescencia situado a 380 nm, igual que en la mayoría de los estilbenos. (Poutaraud et al., 2007). 

Se han aplicado combinaciones de los métodos mencionados para la determinación de 

estilbenos de interés en hojas de vid: HPLC-UV-MS (Anastasialdi et al., 2012; Pawlus et al., 2012, 

2013), HPLC-MS-MS (Shoedl et al., 2011), HPLC-ESI-MS/MS (Belchi-navarro et al., 2013; 

Vergara et al., 2012), HPLC-PDA−ESI-MS (Schnee et al., 2013), HPLC-APPI-MS (Jean-Dennis et 

al., 2006), RP-HPLC-PDA-MS (Martin et al., 2009), HPLC-ESI-MS (Belchi-Navarro et al., 2013; 

Lijavetzki et al., 2008; Tassoni et al., 2012), HPLC-DAD-MS (Boubakri et al., 2013; Delgado de la 

Torre, 2012; Mattivi et al., 2011; Poutaraud et al., 2011; Vrhovsek et al., 2012;), HPLC-DAD-UV 

(Dani et al., 2010; Godart et al., 2009; Goncalves et al., 2011; Ji et al., 2014; Latouche et al., 2013; 

Lima et al., 2012; Zhang et al., 2013), RR-HPLC-UV (Almafitano et al., 2011; Bavaresco et al., 

2007; Dai et al., 2012; Martin et al., 2009; Lambert et al., 2013; Lin et al., 2012; Santamaria et al., 

2010; Sgherri et al., 2013; Shao et al., 2007; Shi et al., 2012; Repetto et al., 2012; Pussa et al., 

2006; Tavares et al., 2013), HPLC-Fluorometria (Lambert et al., 2013; Bellow et al., 2013; Triska 

et al., 2012; Malacarne et al., 2011; Zhang et al., 2013).  

La técnica de detección Resonancia magnética nuclear (NMR spectroscopy) acoplada a 

cromatografía de líquidos, tiene un rol importante para estudios de compuestos fenólicos, por sus 

ventajas en simplicidad en la preparación de la muestra y procedimientos de medición. Se aplican 

para la determinación de todos o algunos de los estilbenos de interés en hojas de vid (Ignat et al., 

2011). 

Las técnicas analíticas HPLC y EC han sido empleadas exitosamente para la identificación y 

cuantificación de estilbenos en diferentes matrices y, debido a las ventajas y desventajas que 

presentan, se han generado numerosos estudios comparativos entre ambas.  

Estos estudios demostraron que la metodología de análisis por HPLC es una técnica más 

repetible y reproducible, mientras que EC es más rápida, económica y menos contaminante.  

La técnica EC resultó ventajosa en términos de costos por el gasto reducido de solventes, 

tiempos de análisis cortos, análisis cualitativos y/o cuantitativos en muestras concentradas y en 

casos de poca cantidad de muestra.  
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La técnica HPLC permitió el estudio de numerosas muestras en un corto período de tiempo 

con altos niveles de reproducibilidad, precisión, resolución y sensibilidad. Resultó más útil para 

análisis de tipo cuantitativo en muestras diluidas, en distintas matrices.  

Consecuentemente, HPLC presentó desventajas desde los puntos de vista económico y 

ambiental, dados los altos costos de los solventes de grado HPLC, tiempo de análisis y los 

problemas inherentes a la disposición de los residuos químicos (Cala et al., 2011).  

En función de lo anteriormente expuesto, la decisión en el presente trabajo, de escoger la 

técnica de HPLC respecto de la técnica EC, se centró fundamentalmente en la disponibilidad de 

muestra, tiempo, reactivos necesarios, de un protocolo estandarizado certificado de análisis y 

cuantificación de resveratrol.  

Se contó con la disponibilidad del equipo instrumental y colaboración técnica del 

Laboratorio de Aromas de la Estación Experimental Agropecuaria Mendoza del Instituto Nacional 

de Tecnología Agropecuaria. 

 

3.1.5. Métodos de extracción para determinar estilbenos por HPLC en hojas de 

vid.  

El uso de la cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC-UV), para la determinación 

de resveratrol en hojas de vid, requiere necesariamente la optimización de las condiciones de 

extracción de los estilbenos.  

Se citan numerosos métodos de extracción y la técnica de extracción liquido-líquido es la 

más frecuentemente utilizada. El solvente utilizado, la temperatura de extracción, el pH, y volumen 

de solvente por gramo de muestra, afectan fehacientemente, la eficiencia de extracción (Ignat et al., 

2011; Liu et al., 2013).  

Asimismo, está demostrado que el complemento con ultrasonido, mejora notablemente la 

eficiencia de la extracción (Cho et al., 2006).  

En la Figura 3.3, se sintetizan los solventes más comunes y las temperaturas, más utilizados 

en métodos de extracción, extraídos de la bibliografía consultada. 
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Figura 3.3. Solventes orgánicos utilizados para la extracción de estilbenos. 

 

3.1.6. Sistemas de estudio de los compuestos fenólicos en vid frente a hongos 

asociados a enfermedades de madera  

Existe escasa información acerca de los mecanismos de defensa de la vid frente a los hongos 

asociados a la Hoja de malvón y el Decaimiento de vides jóvenes. Una de las principales razones, 

radica en la dificultad de estudiar la interacción vid-enfermedades de madera a campo, debido a la 

complejidad de las mismas (conjunto de hongos involucrados) y a la expresión irregular de 

síntomas (afectados por factores ambientales).  

Por otra parte, los resultados a campo plantean con frecuencia algunos problemas: son 

afectados por influencias estacionales y factores ambientales; no se separa el efecto del agente 

patógeno de los efectos provocados por otros factores bióticos y abióticos y además, porque 

principalmente, los ensayos de campo en plantas leñosas, exigen mucho tiempo y pueden tomar 

años. Los experimentos a campo presentan la desventaja de manifestar muchos parámetros que no 

se pueden controlar bien y además, los organismos exhiben una mayor variabilidad, incluso con el 

tiempo, que no puede ser realmente comprobada. 
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Se han publicado estudios con plántulas en condiciones in vitro que son consistentes con 

resultados in vivo, sugiriendo que los primeros podrían ser utilizados al menos como primeros 

avances (Lima et al., 2012). Durante mucho tiempo, los modelos de experimentación in vitro, para 

estudios de susceptibilidad y patogenicidad, ocuparon un lugar importante en cuanto a la 

producción de conocimiento al respecto. Entre sus principales ventajas se mencionan la 

simplificación del sistema bajo estudio, la simplicidad de manipulación y el mejor control de 

factores externos que pueden interferir en las respuestas. Sin embargo, aunque valiosos, los 

resultados obtenidos pueden sustentar conclusiones erróneas debido a que células (cultivos celulares 

o callos) o plantas micropropagadas no funcionan de manera normal cuando se las aisla de su 

ambiente y la condición in vitro no puede sustituir las complejas interacciones hospedero-patógeno-

ambiente que dominan la manifestación de una enfermedad por lo que la interpretación de los 

resultados puede resultar cuestionable. Asimismo, suele ser difícil extrapolar a partir de resultados 

in vitro a la biología del organismo y las interacciones patógeno-hospedero, en la naturaleza. Para 

tratar de resolver esta situación, se desarrolló un modelo experimental in vivo, en plantas 

mantenidas en invernáculo, que reproduce las características de los estudios in vitro y asimismo, 

pretende reflejar la complejidad del sistema vid-hongo de madera. 

En cuanto al método de inoculación de plantas in vitro y en maceta, numerosos estudios han 

confirmado la efectividad de las inoculaciones según la técnica del disco micelial (Mycelial-plug 

technique) en vid (Arias, 2008; Baskarathevan et al., 2010; Larignon, 2010; Laveau et al., 2009; 

Péros et al., 1997; Savocchia et al. 2007; Trouillas y Gubler, 2010; Taylor et al., 2005; Urbez-

Torrez et al., 2008; Van Niekerk et al., 2004), en eucalipto, (Chen et al., 2011; Gezahgne et al., 

2004; Mohali et al., 2009; Pérez et al., 2009); en olivo (Lazzizera et al., 2008); en frutales y otras 

especies leñosas (Begoude et al., 2010; Bihon et al., 2010; Damm et al., 2007; Golzar et al., 2011; 

Heath et al., 2010; Mehl et al., 2011; Pavlic et al., 2009; Pavlic et al., 2007; Pooler et al., 2002; 

Sakalidis et al., 2011; Shah et al., 2010; Thomidis et al., 2011). 

Cultivo in vitro  

La reproducción asexual de plantas por cultivo in vitro es posible gracias a una propiedad de 

las células vegetales llamada totipotencialidad celular, que significa que: toda célula vegetal viva 

con núcleo sea cual fuere su “especialización” del momento, es capaz de reproducir fielmente la 

planta entera de la cual proviene, desarrollando un individuo completo, sin que medie ningún tipo 

de fusión de células sexuales o gametas. Cada célula posee entonces la totalidad del patrimonio 

genético de la planta (Boutherin y Bron, 1994).  

El término cultivo in vitro se aplica a todo cultivo en condiciones estériles. En general, la 

técnica consiste en tomar un fragmento de tejido vegetal (explanto), colocarlo en un medio nutritivo 

estéril y provocar (gracias a un equilibrio adecuado de los elementos del medio) el desarrollo de una 

plántula, libre de enfermedades y virus, en cámara de incubación, equipada de factores ambientales 
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(luz, temperatura, humedad relativa) optimizados para el cultivo, en este caso, de la vid. Los 

sistemas de cultivo in vitro de la vid, más comunes son: cultivo de meristemas, microinjertos, ápices 

de tallos, cultivo de tejidos o células (callos, protoplastos).  

Para llevar adelante este trabajo, se necesita que el material a cultivar esté aséptico (ausencia 

de gérmenes, etc.) y además, que se cultive en un medio nutritivo estéril sólido, constituido 

principalmente por sales minerales de macronutrientes y micronutrientes, vitaminas, reguladores de 

crecimiento y hormonas vegetales (citocininas y/o auxinas principalmente), azúcar (sacarosa), 

esenciales para la supervivencia de las plantas y un agente gelificante inerte (agar-agar). El pH de 

los medios de cultivo para vid suele variar entre 5 y 6,5. Requiere además, del uso de equipamiento 

que genere las condiciones necesarias de esterilidad, como los flujos laminares, que son estaciones 

de trabajo que hacen circular aire filtrado y estéril. Muestra las ventajas de mayor rapidez de 

multiplicación que por medios tradicionales, control de las condiciones ambientales, obtención de 

plantas de calidad porque evita el riesgo de contaminación con patógenos, ya que se realiza en 

medios estériles, obtención de gran cantidad de individuos en espacios reducidos y fácil transporte, 

obtención de individuos uniformes y  producción en períodos muy precisos, como el reposo 

vegetativo a campo. Sin embargo, el costo elevado es una desventaja así como también, las 

dificultades de éxito, en especial en las especies leñosas. 

Micropropagación y rusticación de vides 

La multiplicación tradicional de la vid por estacas, es un proceso lento y limitado por 

estacionalidad, mientras que la multiplicación de plantas in vitro, tiene la ventaja de ser menos 

complicada, permite disponer de material con mayor uniformidad que el proveniente de campo, 

establecimiento de stock considerable de plantas y obtención de plantas idénticas a la planta 

original. Una de sus aplicaciones más importantes es la obtención de plantas libres de virus y 

enfermedades, ya que los explantos utilizados no son afectados éstos los patógenos vegetales. Otra 

muy importante, es la multiplicación vegetal de organismos selectos en forma rápida y con la 

posibilidad de ocupar un espacio mucho más pequeño que si se desea propagar material en tierra. 

La micropropagación se realiza a través del cultivo in vitro de meristemas, estacas 

uninodales (provenientes del nudo basal de la plántulas) como también de ápices caulinares (yema 

apical con la primera hoja expandida). Los medios de cultivo más utilizados han sido Murahige y 

Skoog (MS) (1962) con macro y micronutrientes diluidos a la mitad (estacas uninodales) y medio 

Galzy (GM) (ápices) adicionados de 30 g. L-1 de sacarosa y solidificados con 7,5 g. L-1 (Galzy, 

1964; Galzy et al., 1990; Guiñazú et al., 2005). Ravindra y Thomas (1995), señalan el éxito del uso 

de segmentos uninodales para micropropagación de vid (Anexo I). Existen estudios patogenicidad, 

en el patosistema vid-hongos de madera en plantas in vitro (Césari, 2004; Escoriaza et al., 2012; 

Santos et al., 2005; Zanzotto et al., 2008), además de cultivos celulares (Belhadj et al., 2008). 
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Las plantas micropropagadas de vid, con alta humedad relativa, bajo intercambio gaseoso, 

escasez de dióxido de carbono, producción de etileno, baja densidad fotosintética y ausencia de 

transpiración, sufren modificaciones importantes al transferirlas de condiciones in vitro a 

invernáculo. Su aclimatización es el paso más crítico de la micropropagación para su posterior 

supervivencia. Son especialmente susceptibles a la rápida deshidratación por lo tanto, al ser 

transferidas debe mantenerse una humedad relativa alta en el nuevo ambiente, para no dañar los 

mecanismos que mantienen el volumen de agua en la planta. La supervivencia de vides 

micropropagadas es relativamente baja comparada con otras especies leñosas (Ravindra y Thomas 

1995). Fila et al., (1998) demuestra que la aclimatación puede ser mejorada modificando 

gradualmente el microambiente durante el desarrollo in vitro, por ejemplo reduciendo la humedad 

relativa a través de ventilación. Asimismo, Amancio et al. (1999) confirman que cuando las plantas 

son transferidas a condiciones in vivo, a radiaciones más altas, puede ocurrir estrés de luz, 

incluyendo la fotoinhibición, la fotooxidación de la clorofila, lo último siendo revelado por clorosis 

y manchas secas  que aparecen en la hoja. El control y la optimización de la luz, es también 

esencial, entonces, para la aclimatización satisfactoria. 

Por todo lo expuesto, es que en este estudio se propone, la utilización de plantas in vitro y 

plantas en macetas obtenidas por rusticación a condiciones de invernáculo como sistemas para 

evaluar la susceptibilidad y/o tolerancia frente a Lasiodiplodia theobromae (Aroca y Raposo 2009; 

Baccari y Lindow, 2011; Camps, et al., 2010; Hallen et al., 2007; Larignon, 2010; Laveau et al., 

2009; Pitt et al., 2013; Savocchia et al., 2007; Travadon et al., 2013; Úrbez-Torres y Gubler, 2009; 

Whitelaw-Weckert et al., 2006). 
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3.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Hipótesis 1: A partir de estacas de vid de Vitis vinifera L. cvs Chardonnay, Malbec, Pinot Noir, 

Pedro Giménez, Criolla Chica, y Vitis spp. (110R, 5BB, Vitis riparia, Vitis rupestris), se 

establecen plantas en condiciones in vitro y asimismo en maceta, en condiciones de invernáculo.  

Objetivo 1: Optimizar los protocolos de obtención de vides en condiciones in vitro y de 

invernáculo, a partir de plantas de Vitis vinifera L. cvs Chardonnay, Malbec, Pinot Noir, Pedro 

Giménez, Criolla Chica, y Vitis spp. (110R, 5BB, Vitis riparia, Vitis rupestris.  

Producción de plantas in vitro 

Se utilizaron plantas de Vitis vinifera L. cvs. Chardonnay, Malbec, Pinot Noir, Pedro 

Giménez, Criolla Chica, y Vitis spp. (110R, 5BB, Vitis riparia, Vitis rupestris), en  frascos de vidrio 

de 250 cm3 conteniendo 50 ml de medio de cultivo de micropropagación de vid modificado de 

Murashige y Skoog (MS, Murashige y Skoog, 1962), ajustado a pH 5,7 (Ver Anexo). Se 

mantuvieron en cámara de cultivo en condiciones controladas (25 ºC ± 2 ºC, 16 h de luz blanca con 

100 µE/min-2 s-1 de intensidad lumínica).  

Las plantas provinieron de ápices sanos de 3 cm obtenidos a partir de explantos de 50 días. 

Para cada uno de los cultivares, desarrollados al aire libre en la Estación Experimental ubicada en 

Luján de Cuyo, previamente indexados libre de virus, se seleccionaron brotes de 20 cm y 

desinfectaron con solución de 500 mg.L-1 de sulfato de estreptomicina, durante 3 días consecutivos. 

Al cuarto día, se extrajeron segmentos nodales de la región apical y los explantos se esterilizaron 

superficialmente con alcohol 70° durante 3 min y con una solución de hipoclorito de sodio al 0,6% 

y Tween-20 por 15 min, seguido de tres enjuagues con agua destilada estéril y en cámara de flujo 

laminar. Posteriormente, los explantos se sembraron en tubos con 20 ml de medio de cultivo. El pH 

del medio se ajustó a 6,5 previo a la esterilización en autoclave a 121°C durante 15 min. Las plantas 

obtenidas se utilizaron para los ensayos in vitro y plantas en maceta. 

Establecimiento y mantenimiento de vides en maceta en condiciones de invernáculo. 

Las plantas en maceta, de Vitis vinifera L. cvs. Chardonnay, Malbec, Pinot Noir, Pedro 

Giménez, Criolla Chica, y Vitis spp. (110R, 5BB, Vitis riparia, Vitis rupestris), provinieron de 

vitroplantas de 2 meses (Laboratorio de Fitopatología de la Estación Experimental Agropecuaria 

Mendoza del INTA). El material vegetal creció en condiciones in vitro en cámara de cultivo para 

posteriormente producirse la rusticación del mismo en el Laboratorio de Fisiología Vegetal, 

Facultad de Ciencias Agrarias, U.N.Cuyo.  

Las plantas se retiraron de la condición in vitro, sus raíces se lavaron cuidadosamente, para 

retirar restos adheridos de agar, y evitar con esto la proliferación de patógenos en el sustrato y se 
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sumergieron en una mezcla de Benlate más Captan, con una concentración de 1,2 g.L-1 

respectivamente por tres minutos.  

Para el trasplante se utilizaron bandejas de germinación, previamente perforadas en la base 

para favorecer el drenaje, lavadas y asperjadas con una solución de hipoclorito de sodio (1%). 

Posteriormente, se procedió a llenar los contenedores a dos tercios de su capacidad con una mezcla 

de sustrato, previamente esterilizado en autoclave durante 1 h con 1 atm de presión y 121 ºC. El 

sustrato correspondió a una mezcla húmeda de perlita fina y orujo agotado, estériles (1:1, v/v). 

Luego, se sumergió cada planta en una solución de hormona enraizante 4 s, y se trasplantó 

inmediatamente manejando con cuidado las raíces. A continuación, se cubrieron las bandejas con 

bolsas de polietileno transparente tamaño consorcio sobre un armazón de alambre galvanizado, 

parcialmente cerradas en el extremo y se colocaron en condiciones de 24 °C, con fotoperiodo de 16 

h de luz y 8 h de oscuridad, y HR de 90 % a 100 %, mantenida a través de riego diario. 

Gradualmente se incorporó ventilación a cada bandeja, a través de orificios en la bolsa y se aumentó 

periódicamente la entrada de aire hasta retirar completamente la bolsa en 20 días, hasta igualar la 

HR del interior con la externa, la cual fue aproximadamente de 50 %. Se mantuvo esta condición 

durante un mes, a partir del cual se inició el transplante de las plantas rusticadas a maceta de 500 

cm3 con el mismo sustrato estéril. Las plantas en maceta se mantuvieron para su crecimiento en 

cámara con condiciones óptimas de luz y temperatura (27 ºC) por un mes más.   

Las vides enraizadas y rusticadas durante dos meses, se plantaron en macetas de un litro en 

una mezcla de orujo agotado y perlita (1:1, v/v), previamente esterilizada, como sustrato. 

Posteriormente, las plantas se dispusieron en mesadas con distribución al azar, y fueron mantenidas 

en invernáculo con sistema de refrigeración evaporativo, a 27 ºC. Se mantuvieron riegos cada dos 

días y fertilización semanal con Hakaphos verde (Compo) en dosis 1 g L-1. 

 

3.2.1. Análisis de las respuestas de defensa de Vitis spp. a L. theobromae en 

plantas en invernáculo. 

Hipótesis 2: En nuestro medio, la vid está expuesta a enfermedades originadas por hongos de 

madera y posee un sistema de defensa por el cual puede detectar y responder a la presencia de los 

patógenos asociados. 

Objetivo 2: Identificar y evaluar respuestas de defensa de Vitis spp. frente a la inoculación con 

Lasiodiplodia theobromae, empleando parámetros de crecimiento in vitro y en condiciones de 

invernáculo. 

Material fúngico 

Se utilizó el ascomicete Lasiodiplodia theobromae (B000, Colección micológica de 

laboratorio de Fitopatología, INTA EEA Mendoza) por ser el patógeno más frecuentemente aislado 
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de vides con decaimiento y Hoja de malvón. Asimismo, su patogenicidad fue previamente 

comprobada en plantas cultivadas in vitro y en condiciones a campo (Gatica et al., 2000, 2004). Se 

obtuvieron aislamientos del hongo, de tejidos de madera de vid cv. Chenin con síntomas de Hoja de 

malvón y se hicieron crecer cultivos monospóricos en medio APG y oscuridad a 25 ºC ± 2 ºC, 

durante siete días.  

Inoculaciones y parámetros de crecimiento evaluados  

Para estudiar las respuestas de defensa de la vid en plantas de invernáculo, frente a cultivos 

monospóricos de L. theobromae, se efectuaron inoculaciones controladas siguiendo los Postulados 

de Koch (Agrios, 1996). Se inocularon 20 vides enraizadas de tres meses, por cada uno de los nueve 

cultivares en estudio, dispuestas en cuatro repeticiones con cinco plantas por repetición. Los 

inóculos consistieron en un disco de cuatro mm, del micelio marginal del cultivo monospórico de L. 

theobromae, creciendo en APG estéril, dispuesto sobre la madera.  

Siguiendo el mismo procedimiento, se inocularon al azar, 20 vides de los nueve cvs. 

seleccionados, en cuatro repeticiones, con fragmentos de APG, sin micelio fúngico, que fueron 

utilizados como controles. En total se utilizaron 360 plantas de vid. La zona de la planta donde se 

realizó la inoculación fue previamente desinfectada en la superficie, con etanol al 70 %. 

Posteriormente se realizó una herida en el tallo de cada vid con ayuda de un bisturí estéril, entre la 

tercera y cuarta hoja desde la base. En los cortes de poca profundidad y aproximadamente de 1,9 cm 

de longitud, se depositó el inóculo. Antes de sellar el corte con Parafilm®, se colocó un algodón 

embebido en agua destilada estéril para evitar la desecación. Las plantas inoculadas fueron 

mantenidas en invernáculo bajo condiciones controladas de temperatura (27 ºC ± 2 ºC), humedad 

relativa (entre 70 % y 80 %) con luz natural, durante dos meses (enero y  febrero). 

La efectividad de las inoculaciones fue comprobada mediante el reaislamiento de L. 

theobromae, de la zona de inoculación. Cinco fragmentos de tejido, de la zona inoculada, fueron 

depositados en cajas de Petri con medio APG y cultivados a 25 ºC, en oscuridad hasta que el 

tamaño de las colonias obtenidas fue suficiente para identificarlas por métodos morfológicos e 

identificar el patógeno. 

Los controles y plantas inoculadas, se observaron periódicamente para determinar la 

evolución de síntomas producidos por L. theobromae. Luego de 21 días en invernáculo bajo 

condiciones controladas, cuando el primer cultivar inoculado alcanzó el 70 % de plantas con 

síntomas en follaje respecto del total, y para evitar la colonización secundaria de hongos 

saprofíticos que alterara las plantas muertas, se registraron: porcentaje de plantas con síntomas por 

cultivar, número y porcentaje de hojas muertas por planta, presencia o ausencia de brotación de 

yemas situadas por encima y por debajo de la inoculación, contenidos de clorofila en hojas superior 

e inferior a la inoculación y el grado de síntomas en la lesión producida por la inoculación, 

siguiendo la escala: micelio incipiente sobre lesión, micelio severo sobre la lesión, avance de lesión 
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con micelio y madera muerta. Posteriormente, se llevó a cabo el reaislamiento del patógeno en 

medio APG.  

El contenido de clorofila se midió con el equipo Minolta Modelo SPAD-502. Este equipo 

determina el contenido relativo de clorofila midiendo la absorbancia de la hoja en dos regiones del 

espectro de luz visible (400-500 nm y 600-700 nm), con los valores de transmitancia en ambas 

regiones, el aparato calcula un valor numérico que es proporcional a la cantidad de clorofila 

presente en la hoja. Luego de la calibración, se colocó la hoja dentro de la ranura de medición del 

aparato y se efectuó la lectura. Para esta determinación se utilizaron las hojas por encima y por 

debajo del punto de inoculación.  

Se estableció tolerancia en función de los parámetros evaluados.  

 

3.2.2. Análisis de la producción de Resveratrol y sus derivados en vides 

mantenidas en invernáculo e inoculadas con el hongo L. theobromae   

Hipótesis 3: En vid, el ataque de especies de Botryosphaeriaceae promueve la síntesis de 

fitoalexinas de naturaleza estilbénica: resveratrol y derivados. Por lo que es posible establecer una 

escala de tolerancia de distintos cultivares de vid, al hongo L. theobromae, en función de sus 

respuestas de defensa y producción de resveratrol. 

Objetivo 3: Desarrollar un método de extracción e identificación de resveratrol y/o sus derivados en 

hoja, a partir de plantas en maceta en condiciones de invernáculo, determinar si el ataque del 

hongo L. theobromae promueve su producción y definir una escala de tolerancia para las Vitis 

spp. en función de las respuestas de defensa obtenidas y la producción de resveratrol frente al 

ataque del patógeno. 

a) Puesta a punto de método de extracción de resveratrol 

Se seleccionaron plantas in vitro de Vitis rupestris, de 2 meses de edad, con ocho a diez 

hojas funcionales, mantenidas in vitro en tubos de ensayo con medio MS, con el objeto de optimizar 

las condiciones de extracción, para medir resveratrol y sus variantes en hoja, por la técnica HPLC 

(cromatografía en fase líquida de alta resolución).  

Se inocularon 27 vides con fragmentos de micelio de L. theobromae (ver apartado 3.2.1) e 

igualmente, se inocularon fragmentos de APG estéril, en las 27 vides controles. Se evaluaron 

diferentes métodos para la obtención de extractos, a partir de las referencias existentes de diferentes 

autores citadas en la introducción. Para cada extracción (n=3 repeticiones por muestra), se utilizaron 

100 mg de hojas molidas a polvo fino con nitrógeno líquido y agregado de fluoruro de sodio Merck 

(25 mg / 100 mg de hoja). Según estudios previos, al tercer día de la inoculación, en iguales 

condiciones, las plantas mostraron el mayor contenido de resveratrol (Césari, comunicación 

personal). Por ende, se extrajeron al tercer día, la tercera, cuarta, quinta y sexta hojas sin pecíolo, 
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desde la base de cada planta. Se pesaron 100 mg de hojas congeladas molidas con nitrógeno líquido 

y se colocaron en tubos estériles de 2,5 mL con tapa rosca, sellados con parafilm® y protegidos de 

la luz. Se mantuvieron a -85 ºC en freezer hasta su análisis.  

Se empleó un diseño factorial en dos bloques, para determinar las condiciones óptimas de un 

rango de 5 parámetros: extractante utilizado, tiempo de extracción, utilización de agitación o 

ultrasonido, temperatura de extracción y pH (Tabla 1.1).  

 

Tabla 3.1. Evaluación de métodos de extracción en un diseño factorial (Design Expert 7) con 

cinco variables de extracción. en condiciones de oscuridad. MeOH = Metanol grado analitico 

para HPLC; MeOH / H2O = Metanol grado analitico para HPLC en solución acuosa 8:2. 

 

 

Se realizaron 16 extracciones separadas en tubos de 1,5 mL, utilizando metanol Lichrosolv 

(100%) y en agua millipore (8:2 v/v), y combinaciones con tiempos de extracción de 10 min y 60 

min; dos temperaturas 0 ºC y 60 ºC, y dos pH (pH = 3 ajustado con ClH 0,1N - pH = 7 sin ajustar). 

Se mantuvieron constantes el volumen de extractante (1mL) y la masa de muestra (100 mg) y, en 

todos los casos las muestras se extrajeron en oscuridad. Posteriormente, se centrifugaron 10 min a 

6000 rpm en centrífuga CM4080 Rolco. El líquido sobrenadante se filtró a través de una membrana 

de nylon Microclar, de tamaño de poro de 0.45 μm y se traspasó a viales de vidrio ámbar con tapa 
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rosca y septa de silicona/PTFE (Varian, EEUU), los mismos se pasaron por ultrasonido en frío 1 

min y se guardaron en freezer hasta su análisis.  

Se determinaron por triplicado, compuestos fenólicos totales por lectura directa de la 

absorbancia de las muestras colocadas en cubetas de cuarzo de 1cm (dilución con MeOH, 1:100) a 

280 nm, en Espectrofotómetro UV-Visible Perkin-Elmer serie Lambda 25 (PerkinElmer, Hartford, 

CT, Estados Unidos). Los datos se analizaron por ANOVA, con Design Expert7. Se seleccionó el 

extracto con mayor absorbancia correspondiente a concentración, de polifenoles totales.  

b) Determinación de resveratrol por Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución 

(HPLC-DAD). 

Para cada uno de los nueve cultivares analizados, 21 días después de la inoculación en 

condiciones de invernáculo, se extrajeron las hojas superior e inferior al punto de inoculación, de un 

pool de 4 plantas por repetición (n = 4). Las muestras compuestas, contenidas en un sobre de papel 

aluminio, mantenidas en frío, se llevaron a freezer -80 ºC hasta posterior análisis. De igual forma, se 

procedió con los controles. Para cada ensayo, se llevó a cabo la obtención de extractos, según los 

resultados obtenidos del ítem (3.2.2 a), por agregado de MeOH, pH=3 y sonicación en baño de 

hielo por 10 min, clarificado por centrifugación y el sobrenadante filtrado y transferido a viales con 

protección fotoquímica.   

La cuantificación de resveratrol se realizó por inyección directa del extracto por 

cromatografía en fase líquida de alta resolución HPLC-DAD (UV-Vis). El extracto se filtró a través 

de membrana de nylon Microclar (0,45 mm tamaño de poro) y el volumen de inyección de muestra 

fue de 30 μl. La separación de compuestos fue realizada en fase reversa mediante una columna C18 

Nova-Pak, a 25 ºC. Se empleó un gradiente de dos solventes: A (agua/ácido acético, 98:2, v/v) y B 

(agua/acetonitrilo Lichrosolv/ácido acético, 78:20:2, v/v/v), aplicados con un flujo de 0,9 mL min-1 

desde 0 a 55 min., y de 1 mL min-1, desde 55 a 125 min, según el programa descrito en la Tabla 1.2, 

finalizando con un lavado con metanol durante 5 min y posterior restablecimiento de condiciones 

iniciales hasta equilibrar el sistema. La detección fue realizada en longitudes de onda en DAD: 210 

nm a 360 nm (Fanzone et al., 2010).   

 

Tabla 3.2. Diagrama de flujo del gradiente de solventes para la separación cromatográfica por 

HPLC-DAD.  
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La identificación de los compuestos individuales (Trans-resveratrol, Trans-resveratrol 

glicosidado y Cis-resveratrol glicosidado), se realizó por comparación de espectros y tiempos de 

retención con estándares comerciales, según el método del estándar externo y las curvas de 

calibración para cada estándar fueron obtenidas por inyección de soluciones patrones 

(quintuplicado), bajo las mismas condiciones que las muestras problema (Fanzone, 2012). 

 

3.2.3. Análisis de la producción de Resveratrol y sus derivados en vides 

mantenidas in vitro e inoculadas con el hongo L. theobromae. 

Hipótesis 4: En vid mantenida en condiciones in vitro, L. theobromae promueve la producción 

diferencial de resveratrol en el tiempo, en un cultivar tolerante respecto una susceptible. 

Objetivo 4: Estudiar en el sistema in vitro, la producción de resveratrol en un cultivar susceptible y 

una tolerante, a las 8 h, 24 h y 48 h desde la inoculación con L. theobromae 

Inoculaciones y parámetros de crecimiento evaluados  

Se inocularon en condiciones estériles en campana de flujo laminar, 45 plantas de cv. 

Malbec y de Vitis rupestris, respectivamente, dispuestas en frascos de vidrio con medio Murahige y 

Skoog (MS) (1962) con macro y micronutrientes diluidos a la mitad. Los inóculos consistieron en 

un disco de cuatro mm, del micelio marginal del cultivo monospórico de L. theobromae, creciendo 

en APG estéril, dispuesto sobre una incisión en la zona basal de cada tallo, con bisturí estéril. 

Siguiendo el mismo procedimiento, se inocularon 30 vides por cultivar, con fragmentos de APG, 

sin micelio fúngico, como controles. Los frascos de vidrio se cerraron con film adherente y se 

mantuvieron en cámara de cultivo a 25 ºC, con fotoperíodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad, 

hasta la aparición de síntomas.  

Las vides inoculadas con L. theobromae y con micelio estéril de cv. Malbec y de Vitis 

rupestris, se observaron a las 8 h, 24 h., 48 h, 72 h, 96 h y 120 h post-inoculación y se registró la 

presencia de clorosis o necrosis en hojas, considerados como síntomas de la enfermedad en 

condiciones in vitro.  El estado de cada planta se estimó con una escala ordinal (0-3) basada en la 

determinación visual de síntomas modificada de Zanzotto et al., (2008): 0 = hojas verdes sin 

síntomas; 1 = hoja con necrosis o manchas rojas; 2 = hojas y tallos castaños y 3 = hojas y tallo 

competamente necróticos (muerto) con presencia de micelio del hongo.  

Determinación de resveratrol por Cromatografía de Líquidos de alta resolución 

(HPLC-DAD). 

Se analizó el contenido de resveratrol y sus variantes, en un total de 45 plantas Vitis vinifera 

cv. Malbec y 45 plantas de Vitis rupestris a las 8 h, 24 h, 48 h y 72 h post-inoculación con L. 

theobromae. Para cada repetición de cada cultivar inoculado, se extrajeron las hojas superior e 
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inferior al punto de inoculación, de un pool de 3 plantas por repetición (n = 3), en función del 

material vegetal disponible. De igual forma se procedió con las 30 plantas control de cada cultivar. 

Las muestras compuestas, contenidas en un sobre de papel aluminio, mantenidas en frío, se llevaron 

a freezer -80 ºC hasta posterior análisis.  

Se llevó a cabo la obtención de extractos, según los resultados obtenidos del ítem 3.2.2 a), 

por agregado de MeOH, pH=3 y sonicación en baño de hielo por 10 min, clarificado por 

centrifugación y el sobrenadante filtrado y transferido a viales con protección fotoquímica.  La 

cuantificación de resveratrol se realizó según materiales y métodos detallados en ítem 3.2.2.b). 

3.2.4. Análisis de los datos 

En los estudios de tolerancia y susceptibilidad en plantas in vitro e invernáculo, las 

diferencias entre inoculados y control se determinaron a través del test de Kolmogorov-Smirnov 

(P=0.05). El estudio estadístico de los datos, para determinar el grado de tolerancia entre los 

distintos cultivares inoculados, se realizó por métodos multivariados: a través del análisis factorial 

de componentes principales (ACP) y correspondencias simples (ACS), según la naturaleza de los 

datos; el análisis simultáneo de varios parámetros medidos sobre el mismo conjunto de individuos, 

en caso de múltiples tablas, por Análisis Factorial Múltiple (AFM); la identificación de medias 

esperadas y diferencias significativas a través de DESCO (Descripción de variables Continuas) y 

DEMOD (Descripción de Modalidades o categorías). El método DESCO, se basa en múltiples 

análisis de varianza, que utilizan como valor de prueba el Valor de Test (Vtest), índice descriptivo 

que normaliza los datos en el proceso y no es necesaria la comprobación de la normalidad de los 

datos requerido en los métodos paramétricos de comparación de medias. Asimismo, no requiere 

previo al método especificar el nivel de significación ya que muestra los resultados en todos los 

niveles de significación estadística. El método DEMOD, utiliza el Valor de Test como valor de 

prueba para caracterizar grupos, clases o categorías de una variable nominal. Para analizar las tablas 

de contingencia (asociación a través de medias) se utilizó el test Chi Cuadrado, prueba no 

paramétrica de comparación de proporciones para dos y más de dos muestras independientes. Su 

función es comparar dos o más distribuciones y determinar que la diferencia no se deba al azar 

(Langrand & Pinzón, 2009). Para la puesta en práctica de la estrategia de analsis se utilizó el 

software de libre distribución para uso académico DTM-Minería de Datos y Textos, que trata la 

estadística exploratoria multidimensional datos complejos, incluyendo datos numéricos y textuales 

(Lebart, 2007), y paquete FactoMineR del entorno R, también de licencia académica (Husson, 

2007). 
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3.3. RESULTADOS  

Producción de plantas in vitro 

Se obtuvieron plantas de Vitis vinifera L. cvs. Chardonnay, Malbec, Pinot Noir, Pedro 

Giménez, Criolla Chica, y Vitis spp. (110R, 5BB, Vitis riparia, Vitis rupestris), de manera exitosa, 

por micropropagación, cultivadas en medio de cultivo MS, libre de virus y enfermedades, con 

desarrollo óptimo a los 40 días desde el repique uninodal en el medio de cultivo (Figura 3.4).  

 

 

 
Figura 3.4. Vides in vitro obtenidas por establecimiento de los segmentos uninodales en 

medio de micropropagación de vid MS.  

 

Establecimiento y mantenimiento de vides en maceta en condiciones de invernáculo. 

Se lograron aclimatar plantas en maceta provenientes de plantas cultivadas in vitro, con un 

desarrollo óptimo a los 90 días desde su transplante. (Figura 3.5).  

 

 

 
Figura 3.5. Plantas en maceta que se desarrollaron a partir de la rusticación de plantas in 

vitro.  
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3.3.1. Análisis de respuesta de defensa de Vitis spp a L. theobromae en plantas en 

plantas en invernáculo. 

L. theobromae inoculado en plantas de distintos cultivares de vid, causó secado de hojas, 

brote y muerte del brote en todas las plantas inoculadas variando el número de plantas afectadas 

varió según el cultivar en estudio.  

El cultivar Malbec comenzó a desarrollar síntomas foliares al quinto día desde la 

inoculación con L. theobromae. Los cvs. Pedro Gimenez, Chardonnay, el portanijerto 5BB, V. 

riparia, el portainjerto 110R y Pinot Noir desarrollaron síntomas a partir de los 13 y 14 días; el cv. 

Criolla chica a los 15 días y Vitis rupestris a los 20 días. Ninguna planta control desarrolló síntomas 

en follaje (Figura 3.6).  

 

 

Figura 3.6. Síntomas observados en vides inoculadas con L. theobromae, a los 21 días de 

inoculación. (A) y (B) hojas secas, enrojecimiento y muerte del brote inoculado, (C) controles 

inoculados sin muerte de brotes. 

 

Cuando se compararon los cultivares inoculados frente las plantas control, el % de plantas 

con menor contenido de clorofila Prob>F=0,002, presencia de síntomas Prob>F=0,000, muerte de 

hojas Prob>F=0,001 y con brotación post-inoculación Prob>F=0,000, fueron significativamente 

mayores en plantas inoculadas con L. theobromae que en los controles sin patógeno (95% certeza 

para < P=0.01). Los controles mostraron valores nulos para % de plantas con síntomas, % de muerte 

de hojas y % de brotación post-inoculación.  

Todas las plantas inoculadas, manifestaron necrosis bien marcadas con desarrollo de micelio 

negro en la herida de inoculación, aunque en diferente grado según el cultivar. Las plantas control 

mostraron heridas bien cicatrizadas y en ninguna de ellas se observó producción de micelio en torno 

al punto de inoculación (Figura 3.7).  
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Figura 3.7. Avance de necrosis y producción de micelio en punto de inoculación en planta de 

Malbec inoculada con L. theobromae (B) y control sin síntomas (A), a los 21 días de 

inoculación. 

 

Las diferencias significativas que resultaron de múltiples comparaciones entre los cultivares 

inoculados con L. theobromae, se muestran en la Tabla 3.3. Transcurridos 21 días de la inoculación, 

los cultivares Malbec (69%) y Chardonnay (50%) presentaron los mayores % de plantas con 

síntomas. Contrariamente, Vitis rupestris y el cultivar Criolla Chica, con 12,5%, mostraron los 

menores valores (asociados a los signos negativos del valor Test). Además, V. rupestris y el cultivar 

Criolla chica presentaron los menores % de muerte de hojas, contrariamente, el cultivar Malbec, los 

mayores porcentajes.  

Por otro lado, V. rupestris y el cultivar Criolla Chica, presentaron mayores contenidos de 

clorofila medidos con el SPAD, mientras que el cultivar Malbec presentó los valores más bajos. En 

plantas de V. rupestris y V. riparia inoculadas con el hongo, se observó el rebrote por debajo del 

punto de inoculación de forma altamente significativa, así como también, en plantas inoculadas de 

5BB y Pinot Noir de forma significativamente probable.  

Al analizar las relaciones significativas entre cultivar inoculado y la longitud de las necrosis 

y los distintos grados de afectación de la lesión, en Malbec y Chardonnay, se comprobó que las 

lesiones del hongo se extendieron más allá de la zona de inoculación inicial (valor Test 1,65-1,94, 

p<0,10). Esto no se observó en el resto de los cultivares. Asimismo, se verificó con 99 % de certeza 

(valores Test ≥ 2,58), la muerte de tejidos en zona de inoculación y tallo, para el cv. Malbec y el 

portainjerto 5BB, mientras que V. rupestris y el cultivar Criolla Chica no mostraron muerte de 

tejidos ni de tallo (Tabla 3.3). A partir de las plantas inoculadas, se recuperaron fragmentos 

afectados de la zona de inoculación y se aisló L. theobromae en un 100 %, para todos los cultivares. 

No se reaisló el hongo en las plantas controles, como era de esperar.  
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Tabla 3.3. Variables asociadas a tolerancia de vides frente a L. theobromae, mantenidas 

durante 21 dìas en invernáculo (Valor Test1 se utilizó como valor crítico de prueba). 

 

 
1 Valor Test es el valor crítico de prueba (Lebart et al., 1995). El signo del V test determina la relación de la variable 

con la clase en sus valores altos (+) o valores (-). Cuando valor Test en valor absoluto ≥ 2,58 (99% certeza, 
p<0,001), el caso es altamente significativo***; entre 1,93-2,58 (95%certeza, p<0,01) el caso es significativamente 
probable**; entre 1,65-1,94 (90% certeza, p<0,10) es significativamente poco probable* y <1,64 altamente no 
significativo (NS). 
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3.3.2. Análisis de la producción de Resveratrol y sus derivados en vides 

mantenidas en invernáculo e inoculadas con el hongo L. theobromae. 

a) Puesta a punto de método de extracción de resveratrol 

Se obtuvieron los extractos a partir de hoja y efectuaron las lecturas de absorbancia, 

siguiendo los diferentes métodos evaluados. El modelo bifactorial que incluyó las variables 

“método” y “extractante”, resultó significativo con un 95 % de certeza: (Prob>F)= 0,0085<0,01. 

Los valores críticos de significación estadística (valores Test), corroboraron el efecto de ambas 

variables en la extracción de compuestos fenólicos. La temperatura de extracción, tiempo y el pH 

no tuvieron efecto en la extracción (Tabla 3.4).  

 

Tabla 3.4. Resultados de ANOVA multifactorial mostrando la significancia de distintos factores 

considerados en la extracción de compuestos fenólicos de hoja de Vitis. El Valor Test se utilizó 

como valor crítico de prueba2. 

 

En la Tabla 3.5 se resumen las modalidades más significativas de los factores, en función del 

valor Test, las cuales caracterizan los valores más altos de absorbancia correspondientes a mayores 

contenidos de compuestos fenólicos. Se obtuvieron mayores absorbancias en las extracciones con 

ultrasonido, respecto la agitación (valor Test negativo). En la comparación de metanol puro frente a 

la solución acuosa (8:2, v/v), las mayores absorbancias correspondieron al metanol puro.  

La temperatura de extracción de 0ºC produjo mayores absorbancias que a 60ºC (NS), 

coincidente con las condiciones optimizadas en experimentos previos. Tampoco se detectaron 

diferencias significativas entre el metanol a pH=7 y el mismo, acidificado con la solución 0,1% de 

ClH (pH=3), los resultados indican entonces, que no es necesario acidificar el solvente durante la 

extracción de compuestos fenólicos.  Por otro lado, no hubo diferencias significativas en el tiempo 

de extracción, por lo que se optimizaron las condiciones utilizando el menor tiempo extracción (10 

min).   

 
2 Se utilizó el valor Test como criterio que evalúa estadísticamente, a través de multiples ANOVAs, la desviación entre 

la medida sobre el grupo y la medida sobre la población expresada en número de desviaciones tipo de una ley 
normal (Lebart et al. 1995). Cuando valor Test en valor absoluto ≥ 2,58 (99% certeza, p<0,001), el caso es 
altamente significativo***; entre 1,93-2,58 (95%certeza, p<0,01) el caso es significativamente probable**; entre 
1,65-1,94 (90% certeza, p<0,10) es significativamente poco probable* y <1,64 altamente no significativo (NS). 
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Tabla 3.5. Absorbancia media (n=3) obtenida por espectrofotometría y desvío típico 

correspondiente a las distintas modalidades de cada variable de extracción de compuestos 

fenólicos. El Valor Test se utilizó como valor crítico de prueba2. 

 

 

El método seleccionado para la determinación de estilbenos por cromatografía líquida de 

alta resolución consistió en: fraccionar en tubo eppendorf (2 ml, con tapa rosca) 100 mg de polvo 

molido con nitrógeno líquido, obtenido de hojas de vid sin pecíolo, mantenidos a -85 ºC y siempre 

protegidos de la luz; adicionar al tubo, 1 ml de Metanol (10:0) a pH =7; homogeneizar en vórtex 

durante 30 s; mantener en baño refrigerado con ultrasonido por 10 min; centrifugar 10 min a 6.000 

rpm y transferir el sobrenadante a vial color caramelo, previa filtración a través de una membrana 

de nylon, de tamaño de poro de 0.45 μm; aplicación de ultrasonido en frío 1 min y conservación en 

freezer. 

b) Determinación de resveratrol por Cromatografía de Líquidos de alta resolución 

(HPLC-DAD). 

Se cuantificaron por HPLC, en vides inoculadas con L. theobromae, Trans-resveratrol, 

Trans-resveratrol glicosidado y Cis-resveratrol glicosidado. El 100 % de las plantas control, 

presentó ausencia de éstos estilbenos, con concentraciones por debajo del límite de detección del 

análisis HPLC, presentando diferencias altamente significativas respecto las plantas inoculadas (p-

value = 0,0000).   

Por otro lado, se detectaron diferencias altamente significativas, en las concentraciones de 

resveratrol y sus derivados (μg/g) entre los cultivares inoculados con L. theobromae evaluados 

(Tabla 3.6).  
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Tabla 3.6. Valores críticos de prueba (valores Test) y probabilidades asociados a la Prueba de 

significación estadística para la variable: cultivar de vid.  

 

 

La Figura 3.8 muestra la distribución de concentraciones de estilbenos medidos a los 21 días 

post-inoculación en los distintos cultivares de vid. 

 

Figura 3.8. Susceptibilidad/Tolerancia de Vitis spp. a L. theobromae. Diagramas Box plots3 

ilustran la distribución de concentraciones de estilbenos en plantas mantenidas en condiciones 

de invernáculo (n=4 cuatro plantas por repetición) medidos a los 21 días post-inoculación. Se 

evaluaron los siguientes cultivares: portainjerto 110R, portainjerto 5BB, Chardonnay (CHA), Criolla 

Chica (CR), Malbec (MA), Pedro Gimenez (PG), Pinot Noir (PN), Vitis riparia (RI) y Vitis rupestris (RU).  

 
3 La línea sólida y el signo + dentro de la caja corresponden a la mediana y media, respectivamente. Las barras tope 

de cada caja corresponden a 25 perceptil (inferior) y 75 percentil (superior) de los datos. Las barras externas 
representan los percentiles 10 y 90 y los puntos representan los valores mínimo y máximo (percentiles 5 y 95). 
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Los cultivares Pinot Noir, Malbec y Pedro Gimenez, inoculados con L. theobromae, 

mostraron mayores contenidos de Trans-resveratrol, Trans-resveratrol glicosidado y Cis-resveratrol 

glicosidado, con significación estadística. Por otro lado, V. rupestris, 5 BB, 110R, Criolla Chica y 

V. riparia presentaron los menores valores, algunos con concentraciones por debajo del límite de 

detección (Figura 3.8).  

En la Tabla 3.7, se muestran los resultados de la caracterización de Vitis spp. inoculados con 

el hongo, con las concentraciones de estilbenos detectados, mostrando las relaciones significativas 

clasificadas en función de los valores Test. Malbec, se asoció a los valores más altos de 

concentración de Trans-resveratrol glicosidado, Cis-resveratrol glicosidado y concentración total de 

estilbenos. Además con valores altos de resveratrol se asociaron Pinot Noir y Pedro Gimenez. 

Contrariamente, Vitis rupestris se asoció a los valores más bajos de los tres compuestos (valores 

Test negativos en valor absoluto > 2,58), junto con 110R, 5BB y la cv. Criolla Chica de Vitis 

vinifera . 

 

Tabla 3.7. Concentraciones de Trans-resveratrol y derivados Trans-resveratrol y Cis-

resveratrol glicosidados (n=3) obtenidas por HPLC y desvío típico correspondiente. El Valor 

Test se utilizó como valor crítico de prueba2. 

 

 

3.3.3. Análisis de la producción de Resveratrol y sus derivados en vides 

mantenidas in vitro e inoculadas con el hongo L. theobromae. 

L. theobromae se desarrolló en plantas in vitro desde las 24 h e indujo síntomas desde las 48 

h y 72 h en forma desigual en ambos cultivares, finalizando con 100 % de plantas muertas a las 96 h 

(quinto día) post-inoculación en Malbec, frente al 33 % en Vitis rupestris (Figura 3.9). Se 

registraron síntomas en las plantas inoculadas, lo que no ocurrió en las plantas control. Entre las 

primeras, V. rupestris mostró significativamente menor decoloración, muerte de hojas y presencia 
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de micelio que la cv. Malbec (Tabla 3.8). No se reaisló el hongo de los controles, mientras que el 

porcentaje de reaislamiento de vides in vitro inoculadas con L. theobromae fue del 100 %. 

 

Figura 3.9. Plantas in vitro de la cv. Malbec y de Vitis rupestris, de 60 días, inoculadas con L. 

theobromae (B) y controles inoculados con micelio APG estéril (A). Primeros síntomas en hoja 

en el cv. Malbec a las 48 h post-inoculación4 (C). 

 

Tabla 3.8. Número de plantas in vitro de Malbec y Vitis rupestris con síntomas, en plantas 

inoculadas con L. theobromae y controles.  

 
4 Los síntomas fueron evaluados por observación visual a las 8h, 1 día, 2 días, 3 días y 4 días post-inoculación 

siguiendo la siguiente escala: 0 = hojas verdes sin síntomas; 1 = hoja con necrosis o manchas rojas; 2 = hojas y 
tallos castaños y 3 = hojas y tallo competamente necróticos (muerto) con presencia de micelio del hongo. Valores 
resaltados entre filas y columnas = diferencias significativas según Test de chi cuadrado (p<0,001). 
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Determinación de resveratrol por Cromatografía de Líquidos de alta resolución 

(HPLC-DAD). 

Se analizaron Trans-resveratrol, Trans-resveratrol glicosidado y Cis-resveratrol glicosidado 

en hoja de Malbec y de V. rupestris inoculadas con L. theobromae y controles en los tiempos 8, 24, 

48 y 72 h post-inoculación.  

Es posible que la disminución encontrada en V. rupestris, en los niveles de trans-resveratrol 

fuese el resultado de la formación del isómero y glicósidos.  

En el 100 % de los controles, para todos los tiempos considerados, no se detectaron 

estilbenos, en las condiciones del ensayo, por el análisis HPLC, mostrando diferencias significativas 

respecto las plantas inoculadas con L. theobromae, en todos los cultivares testeados (99 % certeza, 

Prob>F=0,0001). 

Los resultados de las pruebas de independencia Chi cuadrado, entre horas de determinación 

post-inoculación y compuesto estilbénico detectado, para los cultivares Malbec y V. rupestris, 

mostraron diferencias significativas en los compuestos detectados y tiempos evaluados (99 % 

certeza, Prob>F=0,0001) (Figura 3.10). 

 A diferencia del Malbec, a las ocho horas de la inoculación, el Trans-resveratrol 

glicosidado y el Cis-resveratrol glicosidado se detectaron en mayor concentración en hojas de V. 

rupestris mostrando una acumulación de estilbenos como respuesta precoz a la inoculación del 

hongo.  

Se estima que el Trans-resveratrol libre se encontró en menor cantidad debido a su 

transformación en los otros compuestos derivados. La tendencia de incremento también, se mantuvo 

a las 24 horas con valores significativamente altos.  

En la cv. Malbec, sólo se observó una acumulación significativa de Trans-resveratrol y su 

isómero glicosidado a las 48 h desde la inoculación.  

En Malbec, sólo se observó una acumulación significativa (48 h), mientras que en V. 

rupestris, se observaron dos, una a las 24 h y otra a las 72 h, siempre superando significativamente 

los tenores de estilbenos a los detectados en Malbec (Figura 3.10). 
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Figura 3.10. Gráficos de barras con las concentraciones medias de Trans-resveratrol y 

derivados glicosidados (n=3) obtenidas a las 8, 24, 48 y 72 h desde la inoculación con L. 

theobromae, por HPLC para las variedades Malbec y V. rupestris. Los valores resaltados y 

barras rellenas, corresponden a valores significativos por la Prueba de Chi cuadrado.   
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3.4. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

Las dificultades encontradas para obtener material biológico de distintos cultivares de Vitis, 

considerada una especie leñosa, hicieron necesario el objetivo de optimizar protocolos para la 

obtención de plantas in vitro y en condiciones de invernáculo a fin de disponer de una fuente 

continua de material estéril, independiente de condiciones ambientales y otros factores de cultivo a 

campo.  

El ambiente in vitro, con una alta humedad relativa, bajo intercambio gaseoso, escasez de 

CO2 durante casi todo el período, producción de etileno, baja intensidad fotosintética y condiciones 

de nutrición particulares, induce perturbaciones en las plantas desarrolladas bajo esa condición. Al 

transferir las plantas al ambiente ex vitro, es indispensable el desarrollo radical in vitro óptimo y 

además, las plantas deben sobrellevar un proceso de “rusticación” para aclimatizarse al nuevo 

ambiente. La rusticación es una etapa crítica dentro del proceso, en la que se produce la mayor 

pérdida de plantas. En ella se debe comenzar reduciendo gradualmente la humedad relativa, para 

permitir con esto además del cierre estomático, una mejor formación de cutícula y disminuir la 

pérdida de agua.  

En el presente trabajo, se obtuvieron resultados promisorios, logrando la producción de 

un stock de plantas tanto in vitro como en invernáculo, que permitió generar antecedentes y 

facilitar los estudios de biodefensa a futuro.  

Posteriormente, para estudiar las respuestas de defensa de la vid frente a 

Botryosphaeriaceae, se efectuaron dos experimentos distintos. En el primero de ellos, los objetivos 

fueron identificar y evaluar respuestas de defensa Vitis spp. empleando parámetros de crecimiento 

en condiciones de invernáculo y definir una escala de tolerancia. En el segundo experimento, se 

evaluó producción de síntomas en plantas inoculadas in vitro de V. rupestris y de Malbec. En ambos 

ensayos, las vides se hicieron crecer tanto en invernáculo como en cámara de cultivo in vitro y se 

inocularon con L. theobromae y agar estéril (controles).  

Las plantas de invernáculo inoculadas con micelio estéril (controles) siempre mostraron 

los mayores contenidos de clorofila, 0% de plantas con síntomas y 0 % de muerte de hojas, 

además de no desarrollar síntomas en el punto de inoculación. Contrariamente, L. theobromae, 

no sólo disminuyó los contenidos de clorofila, sino que produjo progresiva deshidratación de 

hojas, defoliación y muerte de brotes, necrosis y desarrollo de micelio en torno al punto de 

inoculación.  

Estos síntomas en madera y en la parte herbácea de la vid son constatados por otros autores 

que los describen como característicos de  hongos de madera en vid (Aroca y Raposo, 2009; 

Larignon et al., 2009, 2011; Larignon, 2010; Laveau et al., 2009; Letousey et al., 2010; Rego et al., 

2009; Savocchia et al., 2007; Urbez-Torres y Gubler, 2009; Van Niekerk et al., 2004).  
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Igualmente, la disminución de contenidos de clorofila en plantas inoculadas con el patógeno, 

estuvo en concordancia con los estudios de Petit et al., (2006) en que la fotosíntesis se ve muy 

afectada en hojas con síntomas de Esca. 

Los cultivares ensayadas mostraron significativamente, distinto grado de susceptibilidad 

en función de mayor mortalidad de plantas, menores contenidos de clorofila, muerte de hojas, 

brotación post-inoculación, presencia de micelio en torno a la inoculación y avance de lesión, 

parámetros utilizados anteriormente en vid (Amponsah et al., 2009, 2011; Laveau et al., 2009; 

Linaldeddu et al., 2010; Phillips, 1998; Van Niekerk et al., 2004). V. rupestris y Criolla Chica 

fueron los cultivares más tolerantes, a los 21 días desde la inoculación, en contraposición, 

Malbec fue el cultivar más susceptible mostrando primero el decaimiento de brotes, con un 

colapso rápido y muerte.  

Se demostró el desarrollo de micelio en los cultivares sugeridos como más susceptibles. 

Esto coincide con antecedentes de L. theobromae, la cual es conocida por fructificar sobre tejido 

muerto de brazos, troncos, restos de poda (Larignon et al., 2010, 2011). 

En función de los resultados obtenidos, se estableció un orden de cultivares de menos 

tolerante a más tolerante, según los parámetros asociados a susceptibilidad: Malbec, 

Chardonnay, 5BB, Pinot Noir, Pedro Gimenez, 110R, Vitis riparia, Criolla Chica y Vitis 

rupestris.  

La información que existe en la bibliografía, sobre los cultivares ensayados, es escasa. 

Existen estudios previos de la susceptibilidad de Vitis spp en condiciones controladas según 

síntomas foliares y síntomas en madera (Sosnowsky et al., 2007; Péros et al., 1994; Zanzotto et al., 

2008) pero poco se conoce sobre la tolerancia de cepajes característicos de nuestra zona vitícola, a 

especies de Botryosphaeriaceae.  

Estudios de Billones-Baaijens et al., (2014) demostraron la susceptibilidad de portainjertos y 

cultivares utilizados comunmente en Nueva Zelanda, frente a Neofusicoccum luteum, N. parvum y 

N. australe. Los resultados obtenidos mostraron que los portainjertos 5C y SO4 fueron los más 

susceptibles. Asimismo, las variedades injertadas que se mostraron más susceptibles fueron Merlot, 

Pinot noir y Chardonnay, coincidiendo con los resultados obtenidos en esta tesis. 

Travadon et al., (2013) confirmaron que el cultivar Thompson Seedless, de uva para mesa, 

es más susceptible a Botryosphaeria spp. comparado con otros cultivares de V. vinifera. Además, 

Urbez-Torres (2009), demostró la susceptibilidad de Chardonnay, y Arias, (2008) la de Cabernet 

Sauvignon y Semillón frente especies de Botryosphaeriaceae. Igualmente, Armengol et al., 2001 

también demuestraron diferencias en la susceptibilidad a Botryosphaeria de cultivares procedentes 

de Cataluña. Según estudios de Christen et al., 2007; Fussler et al., 2008 y Sosnowski et al., (2007), 

los cultivares Merlot, Carignan y Grenache, se comportaron como más tolerantes, desarrollando 

síntomas con menor severidad que los de mayor susceptibilidad como Cabernet Sauvignon, Syrah, 
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Pinot Noir, Riesling, Ugni blanc, Pulsard y Sauvignon Blanc. Investigaciones de Amponsah et al., 

(2011), son contradictorias y señalan que no existieron diferencias significativas entre Cabernet 

Sauvignon, Chardonnay, Pinot Noir, Riesling y Sauvignon Blanc inoculados con especies de 

Botryosphaeriaceae. 

En Vitis rupestris no se produjo decaimiento externo significativo y tampoco se produjo la 

muerte de ninguna planta inoculada respecto el resto de los cultivares. Las vides americanas son 

conocidas por su mayor resistencia a enfermedades que vides V. vinifera, por lo que se se espera 

que muestren mayor tolerancia a las enfermedades de madera (Malacarne et al., 2011; Travadon et 

al., 2013). Los resultados obtenidos en este estudio lo confirman.  

Vitis spp. presentan diferentes respuestas a la infección de otros patógenos de la vid. V. 

rotundifolia posee tolerancia a Peronóspora, Antracnosis, Podredumbres y Oidio, mientras que V. 

vinifera generalmente son más susceptibles. Yu et al., (2012), establecieron que Vitis Vinifera 

chinas, también poseen alta resistencia a estas enfermedades. Babikova et al., 2008 establecieron 

una escala de mayor tolerancia a B. cinerea, P. viticola y E. necator (Cabernet Sauvignon, Riesling, 

Pinot Noir, Pinot Blanc) a menor tolerancia (Albariño, Touriga Nacional, Tempranillo). Boso et al., 

2008, establecieron la tolerancia a P. viticola de las especies V. riparia, V. rupestris y V. amurensis 

respectos los cultivares de V. vinifera.  

Por otra parte, Prodorutti et al., (2009), señalaron que el portainjerto Kober 5BB mostró 

tolerancia en respuesta a la infección con Armillaria mellea y P. viticola. Los resultados obtenidos 

para Botryosphaeria, no coinciden en este caso, la respuesta de los portainjertos fue heterogénea 

pero en general, 5BB presentó mayor susceptibilidad y 110R se comportó más tolerante.  

Subsecuentemente, el estudio in vitro, se orientó a investigar dos de los nueve cultivares 

incluidas en el screening preliminar de invernáculo: Malbec (la más susceptible) y V. rupestris (la 

más tolerante).  

En los ensayos in vitro, se observó una respuesta diferencial entre Malbec y V. rupestris,  

frente a Lasiodiplodia. Los resultados demostraron que L. theobromae es capaz de inducir 

síntomas asociados en plantas in vitro. Se observó menor desarrollo de la parte aérea, hojas 

necróticas y muerte de tallos invadidos por el micelio del hongo desde las 24 hs post-inoculación 

hasta la muerte de la planta en 4 días en Malbec y más tarde, en V. rupestris. Estos resultados 

coinciden con lo obtenido en trabajos de Urbez-Torres y Gubler, (2009).  

Los hongos de madera afectan considerablemente la fotosíntesis en hoja, produciendo 

perturbaciones en el almacenamiento de carbohidratos. Se plantea la hipótesis de que toxinas 

fúngicas extracelulares segregadas a los vasos de conducción, son transportadas por el flujo 

transpiratorio y son absorbidas en bajas concentraciones por las hojas y produce los síntomas en 

hojas y otros órganos (Petit et al 2006).  
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Numerosos trabajos prueban la producción de fitotoxinas por hongos de la familia 

Botryosphaeriaceae (Abdou et al., 2010, Andolfi et al., 2011; Arias, 2008; Rodríguez-Bonilla et al., 

2011; Djoukeng et al., 2009; Evidente et al., 2010; Kashima et al., 2009; Martos et al., 2008; 

Pedras et al., 2011; Rukachaisirikul et al., 2009). 

Las diferencias en tolerancia observadas en función de la expresión de síntomas, sugiere la 

presencia de factores intrínsecos de la vid, responsables de una mejor respuesta defensiva. Una 

hipótesis es la activación de mecanismos de defensa que conducen a la producción de fitoalexinas. 

Los estilbenos se consideran el grupo de fitoalexinas más importante sintetizado en la vid y son 

conocidos por su acción protectora frente a varios patógenos (Capitulo I). Se plantearon entonces 

nuevos objetivos: poner a punto y desarrollar el método de extracción y de determinación de 

contenidos de resveratrol en hoja, en plantas en maceta, en condiciones de invernáculo, y establecer 

una escala de tolerancia considerando todos los parámetros evaluados. 

En primer lugar, debido a la diversidad de reportes referidos a los tipos de extractos y 

condiciones de extracción de compuestos fenólicos, particularmente, estilbenos a partir de hojas de 

vid, se plantearon las formas de extracción descritas en la sección 3.2.2.a de acuerdo a la mayor 

frecuencia en la bibliografía.  

El método seleccionado para la determinación de estilbenos por Cromatografía de 

líquidos de alta resolución consistió en: extracción con MeOH, pH=7; durante 10 min, en baño 

refrigerado (0 ºC) y con ultrasonido en coincidencia con los trabajos de Cho et al., 2006 y Schoedl 

et al., 2011.  

Los resultados mostraron que tanto el extractante como el método afectaron la obtención de 

resveratrol. Resultados previos similares que utilizaron MeOH como solvente, presentaron Alonso-

Villaverde et al., 2011; Jeandet et al., 2002; Martin et al., 2009 y Poutaraud et al., 2011). La 

aplicación de ultrasonido a temperaturas bajas, fue más efectiva que el método convencional 

(agitación, a 60 ºC) y coincidió con los estudios de Cho et al., 2006 que informaron un incremento 

de 24-30 % los contenidos de resveratrol con la aplicación de estas variables. La mayor efectividad 

obtenida utilizando ultrasonido, también fue reportada por Martin et al., (2009); Schoedl et al., 

(2011) y Vergara et al., (2012).  

Por otro lado, los resultados obtenidos en este trabajo, mostraron que altas temperaturas y 

mayores tiempos de extracción que los óptimos, inciden negativamente en la extracción de acuerdo 

con lo demostrado por Bruno y Sparapano, (2006, 2007), Cho et al., (2006) y Romero-Perez, 

(2001). Iguales resultados fueron obtenidos por Lopez-Nicolas y García-Carmona, (2008) que 

además, establecieron que no existe correlación con el pH.  

El estilbeno más estudiado en vid, es el trans-resveratrol (Delaunay  et  al.  2002; Jean-

Denis, 2006; Langcake y Pryce, 1976; Pussä et al., 2006). La determinación de resveratrol por 

HPLC se utilizó entonces, para evaluar la existencia de diferencias entre los perfiles de resveratrol, 
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en plantas control y en plantas inoculadas con L. theobromae, tanto en el ensayo de plantas en 

invernáculo como así también, el segundo ensayo de Malbec y Vitis rupestris mantenidos in vitro, 

obteniendo resultados que sugieren su pertinente utilización como indicador de tolerancia. 

Las diferencias significativas entre plantas inoculadas y plantas control, confirmaron la 

inducción de Trans-resveratrol, Trans-resveratrol glicosidado y Cis-resveratrol glicosidado frente 

al ataque del hongo. Esto coincidió con lo reportado por Almafitano et al., (2000, 2011); Lambert, 

(2012); Letousey et al., (2010); Martin et al., (2009); Mazullo et al., 2000 y Santos et al., (2006), 

que describieron el aumento de producción in vivo de compuestos de la vid frente a hongos de 

madera. Al respecto, la bibliografía es muy reducida en el tema.  

Se reportan, en la mayor cantidad de trabajos, el resveratrol y derivados en  hojas de vid 

frente a Peronóspora (Bellow et al., 2013; Boubakri et al., 2013; Godart et al., 2009; Jean-Denis, 

2006; Kortekamp et al., 2006; Keskin et al., 2008, 2009; Latouche et al., 2013; Mattivi et al., 2011; 

Pussa et al., 2006; Triska et al., 2012; Van Leeuven et al., 2013) y otras enfermedades que afectan a 

la vid (Bavaresco et al., 2009; Chong et al., 2009; Dai et al., 2012; Godart et al., 2009; Mattivi et 

al., 2011; Pussa et al., 2006; Timperio et al., 2012). 

Los compuestos fenólicos son bien conocidos como compuestos antifúngicos y 

antibacterianos en plantas. Estudios de Lambert et al., (2013) demostraron que Botryosphaeriaceae 

constituyen una familia particularmente sensible al efecto inhibidor de los compuestos fenólicos. El 

efecto inhibidor de resveratrol y derivados, sobre agentes patógenos causantes de enfermedades de 

madera en vid ha sido expuesto por numerosos autores (Bruno y Sparapano 2006, 2007; Coutos-

Thévenot et al., 2001; Del Rio et al. 2004; Jeandet et al., 2010; Lambert et al., 2013; Mugnai et al., 

1997, 1999; Mazullo et al., 2000; Santos et al. 2006 Schoedl et al., 2012). Asimismo, para otras 

enfermedades de la vid, como Peronóspora (Jeandet et al. 2002; Montero et al., 2003; Pezet et al., 

2004a,b). 

El dosaje de trans-resveratrol y sus derivados determinó que los contenidos de estilbenos 

variaron de forma significativa en función del cultivar de vid. Sin embargo, contrariamente a lo 

esperado, el Malbec, se asoció a los valores más altos de concentración de Trans-resveratrol 

glicosidado, Cis-resveratrol glicosidado y concentración total de estilbenos. Además con valores 

altos de resveratrol se asociaron Pinot Noir y Pedro Gimenez. Contrariamente, Vitis rupestris se 

asoció a los valores más bajos de los tres compuestos junto con 110R, 5BB y el cv. Criolla Chica 

de Vitis Vinifera. Se establecieron discrepancias entonces, respecto a numerosos estudios que 

demuestran los incrementos de contenidos de resveratrol en plantas tolerantes (Godart et al., 2009; 

Goncalvez et al., 2011; Ham et al., 2010; Jean-Denis et al., 2006; Lima et al., 2012; Santos et al., 

2006; Pezet et al., 2004a,b; Zamboni et al., 2006). 

La hipótesis que surgió para explicar la ausencia de estilbenos a los 21 días post-

inoculación, en los cepajes que resultaron tolerantes según la escala de parámetros de crecimiento, 
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fue que los cultivares tolerantes, tienen la capacidad de activar los mecanismos de defensa más 

rápidamente y/o intensamente. La evaluación a los 21 días de V. rupestris no detectó compuestos 

fenólicos porque estos se generaron y actuaron antes de ese período, como respuesta de defensa.  

Dai et al., (1995) y Figueiredo et al., (2008) observaron que ante la acumulación de 

compuestos fenólicos en hojas enfermas con esca, de Alvarinho, la planta no pudo evitar o 

minimizar el desarrollo de síntomas o signos. Esto se explicó por la activación de las respuestas 

defensivas mucho más tarde. Esto sugiere que tanto cultivares tolerantes como susceptibles, tienen 

el mismo patrimonio genético y son capaces de activar las mismos mecanismos de tolerancia, sin 

embargo, los cultivares susceptibles muestran tener una activación más lenta de estos mecanismos, 

mientras que los cultivares tolerantes activan mecanismos de defensa rápidamente y más 

intensamente frente al reconocimiento del patógeno. (Dai  et  al.,  1995; Figueiredo  et  al.,  2008; 

Letousey et al., 2010 ; Magnin-Robert et al., 2011; Malacarne et al., 2011).  

La producción de compuestos de defensa indica una inducción o aumento de la tolerancia y 

cuando la expresión es más elevada y durable en el tiempo, mayor es la tolerancia del cultivar 

(Kortekamp et al., 2006; Sbagui et al., 1996).  

Para testear la nueva hipótesis planteada, surgió la necesidad y objetivo de estudiar en el 

sistema in vitro la cinetica de producción de resveratrol en un cultivar susceptible y uno tolerante, a 

las 8 h, 24 h, 48 h desde la inoculación con L. theobromae.  

En efecto, aparecieron síntomas foliares correlacionados con la menor tolerancia al 

patógeno. Los resultados in vitro mostraron contrariamente a las pruebas en invernáculo, que la 

acumulación de contenidos de trans-resveratrol, trans-resveratrol glicosidado y cis-resveratrol 

glicosidado, fue más intensa y más rápida en Vitis rupestris, respecto de Malbec, el cultivar que 

resultó mas susceptible a L. theobromae. En plantas inoculadas de V. rupestris se detectaron los 

compuestos mencionados significativamente, a las ocho horas posteriores a la inoculación, 

mostrando una acumulación de estilbenos como respuesta precoz a la inoculación del hongo. 

Esta tendencia se mantuvo a las 24 h y se detectó una segunda acumulación significativa de 

trans-resveratrol a las 72 h, siempre superando los tenores de estilbenos a los detectados en 

Malbec, en la cual sólo se confirmó una acumulación significativa de Trans-resveratrol y su 

isómero glicosidado a las 48 h desde la inoculación. 

Patrones semejantes de acumulación de estilbenos, fueron obtenidos en vides en maceta por 

Lambert, (2012) quién estableció que cultivares susceptibles a la Esca, como Cabernet Sauvignon 

presentaron bajos contenidos con una sola acumulación de resveratrol a las 18 h post-elicitación, 

mientra que los cultivares tolerantes, Merlot y Carignan, mostraron un pico de trans-resveratrol a las 

12 h y su derivado glicosidado a las 18 h. 

Resultados similares obtuvieron Lambert et al., (2013), describiendo que los cvs. tolerantes 

Merlot y Carignan responden a hongos de la Esca de forma más rápida e intensa estimulando 
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acumulación de estilbenos y sobreexpresión de genes asociados a PAL y STS. Estos autores, 

señalaron que los niveles de trans-resveratrol, se incrementaron significativamente despues de las 3 

h en todos los cvs. evaluados. En el tolerante, llegaron a las 12 h y se mantuvieron estables hasta las 

18 h (meseta) y luego disminuyó a las 24 h a la linea base. En los susceptibles, se acumuló el trans-

resveratrol en bajas cantidades y se incrementó entre las 12 h y 18 h. Douillet-Breuil et al. (1999) 

corroboraron también, la producción de trans-resveratrol, entre las 24 h a 48 h despues de la 

elicitación en las cvs. Vitis rupestris y Vitis vinifera cv. Mourvédre. Por otro lado, Schnee et al., 

(2008) también detectaron respuestas de defensa en vides afectadas con E. necator entre 24 h y 48 h 

despues de la inoculación y Sbagui et al. (1995) establecieron en plantas in vitro, la correlación 

entre el contenido de resveratrol y el nivel de resistencia a la podredumbre gris de los racimos. 

Pezet et al., (2004a,b) confirmaron que a 48 h después de la inoculación con P. viticola, se detectó 

resveratrol, en altas concentraciones, en los cultivares tolerantes evaluados. Los resultados difieren 

de lo obtenido por elicitación con UV por Borie et al., (2004) que establecieron que un cultivar de 

vid tolerante (Vitis rupestris) presentó un nivel de expresión de estilbenos constante y una 

acumulación de un pico simple. Los cultivares menos tolerantes (Pinot Noir y Chardonnay de Vitis 

vinifera), presentaron dos picos de acumulación de estilbeno.  

Macedo Basto Goncalves, (2011), establecieron los patrones de acumulación de estilbenos 

en distintos cultivares: En Chardonnay, se incrementó la producción hasta las 24 h de piceidos con 

un pico a las 24 h; en Solaris, Pinot Noir, Sangiovese, Cabernet Sauvignon, se inició la acumulación 

de estilbenos desde las 72 h; y en Muller-Thurgau, en hojas jóvenes detectaron a las 12 h y 72 h 

sendos picos de acumulación de estilbenos. En el presente trabajo, sólo se evaluaron el resveratrol y 

sus derivados isómeros y glicósidos y experimentalmente no fue posible la determinación de 

piceidos o viniferinas, con diferente tiempo de retención, por lo que podría ser la causa de que los 

tiempos obtenidos no concuerden con los citados por la bibliografía existente. 

Con los cultivares evaluados en esta tesis, se deberían llevar a cabo futuras investigaciones 

sobre la expresión de genes relacionada con una respuesta más fuerte y rápida en los cepajes 

tolerantes que en los cepajes susceptibles. Esto fue estudiado por Letousey et al., (2010) y Magnin-

Robert et al., (2011) quienes establecieron una inducción de genes (PAL y STS) en hojas enfermas 

con Esca correlacionada con la acumulación de estilbenos. Steimez et al. (2012) también obtuvieron 

iguales resultados en vid frente a B. cinerea. Asimismo, Adrian et al., 2000, establecieron que la 

mRNA de STS, puede detectarse a las 4 h posteriores a la elicitación de plantas con UV. 

A pesar de la alta acumulación de estilbenos en hojas de Malbec afectadas con L. 

theobromae, en el ensayo de invernáculo, las plantas no pudieron evitar la aparición de síntomas y 

muerte de brote. Según la hipótesis confirmada por los resultados in vitro, esto podría deberse a la 

activación de las defensas mucho más tarde (confirmando la susceptibilidad de este cultivar).  
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Estudios de Keller et al., (2003) y Magee et al., (2002) en vides frente al hongo Botrytis 

cinerea, fueron contrapuestos a lo descrito hasta ahora y no validan la relación entre la acumulación 

de resveratrol y la incidencia de B. cinerea en vid.  

Esto se apoya en la hipótesis de la capacidad del patógeno de activar mecanismos de 

detoxificación enzimática del resveratrol por la acción de la enzima laccasa (Adrian et al., 1998; 

Andolfi et al., 2011; Rodríguez-Bonilla et al., 2011; Breuil et al., 1999; Pedras et al., 2011; Pezet et 

al., 2003; Sbaghi et al., 1996). Se desprende entonces, otra hipótesis a verificar: la estimulación de 

reacciones de defensa frente a hongos de madera están potencialmente ligadas a las toxinas 

fúngicas. Estudios previos de Andolfi et al., (2011) y Bruno y Sparapano, (2007) validan esta 

hipótesis y explican la susceptibilidad de la vid a hongos de madera. Asimismo, existen reportes de 

toxinas producidas por Botryosphaeriaceae (Arias, 2008; Messias et al., 2009). 

 

Se concluye que las cuatro hipótesis planteadas se cumplieron. Se establecieron vides in 

vitro y en invernáculo exitosamente. Se demostró que la vid tiene un sistema de defensa, por el 

cual aumenta la concentración de resveratrol frente al patógeno, en invernáculo e in vitro y 

asimismo, existen diferencias de tolerancia/susceptibilidad varietal de la vid frente a hongos de 

madera. Los resultados demostraron que las respuestas de defensa del cultivar tolerante (Vitis 

rupestris) es más intensa y precoz que aquel susceptible (Malbec) por inoculación artificial con 

L. theobromae. Asimismo, se deduce que el modelo in vitro es importante de tener en cuenta para 

evaluar respuestas de defensa de la vid en tiempos más cortos y de forma más específica. 

A pesar de la importancia que tiene conocer la susceptibilidad de los diferentes cultivares 

de Vitis, existe una notable falta de información al respecto. Conocer la susceptibilidad varietal 

permitirá hacer un seguimiento a campo especial de los viñedos. Los resultados obtenidos 

constituyen un avance en la caracterización de algunos cultivares pero es necesario realizar un 

estudio de campo que evalúe la susceptibilidad y tolerancia de vides adultas a las distintas 

especies de Botryosphaeriaceae encontradas en nuestro país. 

Estos resultados son esenciales para estudiar y comprender los mecanismos de defensa 

involucrados y plantear a futuro, estrategias de mejoramiento sanitario y genético que podrán ser 

integradas al sistema de protección de la vid. Sin un fungicida eficaz para el control de 

enfermedades de madera, sería conveniente una selección previa de cultivares que ofrezcan 

cierta tolerancia a hongos de madera y catalogar las más susceptibles. 
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4. Conclusiones generales y perspectivas futuras  

El presente trabajo de Tesis permitió obtener las siguientes conclusiones: 

Las enfermedades hoja de malvón y decaimiento de vides jóvenes, se encuentran 

ampliamente distribuidas en las distintas zonas vitícolas argentinas, causando notable impacto 

económico en el sector vitivinícola. En función de los datos obtenidos a campo, con los hongos 

aislados de las muestras recogidas, no fue posible establecer relaciones claras entre zonas vitícolas 

y/o variedad y hongos asociados. 

Si bien la morfología de los teleomorfos difirió poco entre las distintas especies, un amplio 

rango de morfologías pudo ser observado en los anamorfos y por lo tanto fue a partir de ellos que se 

distinguieron diferentes especies. L. theobromae, D. seriata y D. mutila se identificaron con los 

caracteres reproductivas de los anamorfos (conidios) y de las características de la colonia. 

El estudio de la tasa de crecimiento a diferentes temperaturas, permitió discriminar los cinco 

grupos de aislamientos que se correspondieron con las especies L. theobromae, D. seriata, D. 

mutila, N. luteum y F. aesculi, quedando incluidos dentro de cada grupo los patrones de referencia 

respectivos. Los aislamientos presentaron un amplio rango de temperaturas de crecimiento, 

indicando una adaptación a las zonas vitícolas argentinas. Por otra parte, se pudo confirmar la 

patogenicidad de las especies detectadas, cumpliéndose con los postulados de Koch. 

Debido a que la identificación en base a características morfológicas no permitió la 

discriminación definitiva entre las especies, se debió recurrir a métodos moleculares, los que 

confirmaron una primera identificación morfológica. 

En una reacción de amplificación por PCR, es crucial la calidad y cantidad de la muestra a 

amplificar. Las metodologías de extracción con el detergente CTAB, según Ma et al. (2001) 

modificado y la alternativa del Kit comercial Qiagen, resultaron ser satisfactorias y confiables, 

obteniéndose ADN de calidad y cantidad suficiente para ser empleado en reacciones de PCR.  

Se pusieron a punto métodos de amplificación por PCR de la región ITS para el análisis de 

secuencias, de hongos Botryosphaeriaceae. Esto permitirá la implementación de ésta técnica para 

efectuar un diagnóstico rápido en muestras futuras. El posterior análisis de secuencias de esta 

región, permitió identificar las distintas especies del género asociadas a los decaimientos de la vid. 

El análisis de las secuencias de la región ITS del ADN ribosómico, identificó ambas 

especies entre los aislamientos argentinos, coincidiendo este resultado con el obtenido en el análisis 

factorial multivariante de las variables fenotípicas y permitiendo identificar así, aislamientos que no 

esporularon: Fusicoccum aesculi (Teleom. B. dothidea) y Neofusicoccum luteum. 

Combinando métodos morfológicos y métodos moleculares (amplificación por PCR y 

secuenciación) se identificaron de manera consistente, cinco especies de la familia 

Botryosphaeriaceae, en los viñedos muestreados de Salta, La Rioja, San Juan y Mendoza, de mayor 
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a menor abundancia: Lasiodiplodia theobromae, Diplodia seriata, Diplodia mutila, Neofusicoccum 

luteum y Botryosphaeria dothidea (Anamorf. Fusicoccum aesculi).  

Este es el primer estudio de caracterización de aislamientos de Botryosphaeriaceae en 

nuestro país y constituye la primera cita de las especies Diplodia mutila, Diplodia seriata, 

teleomorfo B. dothidea (anamorfo Fusicoccum aesculi) y Neofusicoccum luteum afectando a vid en 

Argentina. De esta manera, se abren nuevas perspectivas en el diagnóstico rápido y seguro de 

hongos, la detección de infecciones en material de propagación y potenciales fuentes de inóculo.   

Por otra parte, en el presente trabajo, se logró producir un stock de plantas de vid tanto en 

condiciones in vitro como en invernáculo, lo que permitió facilitar los estudios de biodefensa a 

futuro. Se puso a punto un sistema de inoculación del material vegetal creciendo en cultivo in vitro 

y en condiciones de invernáculo, lo que posibilitó el ensayo de patogenicidad y biodefensa frente a 

los hongos asociados a declinamiento de la vid. 

Las variedades ensayadas mostraron de manera significativa, distinto grado de 

susceptibilidad a Botryosphaeriaceae, en función de una mayor mortalidad de plantas, menores 

contenidos de clorofila, muerte de hojas, brotación post-inoculación, presencia de micelio en torno a 

la inoculación y avance de lesión. Ello permitió establecer, un orden de variedades de menos 

tolerantes a más tolerantes, según los parámetros asociados a susceptibilidad: Malbec, Chardonnay, 

5BB, Pinot Noir, Pedro Gimenez, 110R, Vitis riparia, Criolla chica y Vitis rupestris. En los ensayos 

in vitro, se observó una respuesta diferencial entre Malbec y V. rupestris,  frente a L. theobromae. 

Se observó menor desarrollo de la parte aérea, hojas necróticas y muerte de tallos invadidos por el 

micelio del hongo desde las 24 h post-inoculación hasta la muerte de la planta en 4 días en Malbec 

y más tarde, en V. rupestris.  

Debido a la diversidad de reportes referidos a los tipos de extractos y condiciones de 

extracción de compuestos fenólicos, particularmente, estilbenos a partir de hojas de vid, se 

plantearon las formas de extracción descritas en la sección 3.2.3. de acuerdo a una evaluación 

experimental de distintos métodos citados en la literatura. El método seleccionado para la 

determinación de estilbenos por Cromatografía de líquidos de alta resolución consistió en: 

extracción con MeOH, ph = 7; durante 10 min, en baño refrigerado (0 ºC) y con ultrasonido. Las 

diferencias significativas entre plantas inoculadas y plantas control, confirmaron la inducción de 

Trans-resveratrol, Trans-resveratrol glicosidado y Cis-resveratrol glicosidado frente al ataque del 

hongo.  

De acuerdo a los resultados obtenidos in vitro y en invernáculo, los contenidos de estilbenos 

variaron de forma significativa en función del cultivar. Existieron diferencias de 

tolerancia/susceptibilidad varietal de la vid frente a hongos de madera y existió la inducción de 

producción de resveratrol y derivados como fitoalexinas, frente a la inoculación por inoculación con 

L. theobromae.  
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Los resultados demostraron que las respuestas de defensa, asociadas a la concentración de 

resveratrol, de un cultivar tolerante (Vitis rupestris) fue más elevada y precoz que en uno 

susceptible (Malbec) por inoculación artificial con L. theobromae. De esta manera se demostró la 

producción de resveratrol como respuesta de defensa de la vid frente a un hongo de madera, 

constituyendo un marcador que puede ser empleado para definir si una variedad es tolerante o 

susceptible a la hoja de malvón. Asimismo, los estudios con plantas en condiciones de cultivo in 

vitro fue importante para evaluar respuestas de defensa de la vid en tiempos más cortos y en 

condiciones controladas, mientras que cuando las plantas se cultivaron en invernaculo, se logró un 

mejor control de las condiciones abióticas externas. 

A pesar de la importancia que tiene conocer la susceptibilidad de las diferentes variedades 

de Vitis, existe una notable falta de información al respecto. Conocer la susceptibilidad varietal 

permitirá hacer un seguimiento a campo especial de los viñedos. Los resultados obtenidos suponen 

un avance en la caracterización de algunas variedades pero es necesario realizar un estudio de 

campo que evalúe la susceptibilidad y tolerancia de vides adultas a las distintas especies de 

Botryosphaeriaceae encontradas en nuestro país. Es necesario además, estudiar los genes 

involucrados en la activación de respuestas de defensa que se transcriben en mayor o menor 

proporción, frente a la inoculación artificial, en una variedad de vid tolerante y otra susceptible a fin 

de profundizar el conocimiento de la interacción huésped-patógeno y las estrategias de defensa de la 

vid.  

Actualmente, esto es posible mediante el análisis comparativo de secuencias de ARN. En el 

marco de esta Tesis, se inició la puesta a punto de extracción de ARN de vides inoculadas y no 

inoculadas in vitro de cv. Malbec y de Vitis rupestris, con L. theobromae, a fin de dilucidar qué 

genes están asociados a la tolerancia y qué genes están asociados a la susceptibilidad de esta 

enfermedad. 

Por medio de esta Tesis, se comprobó la presencia de enfermedades de madera en el 

territorio nacional y se identificaron por primera vez en Argentina, D. mutila, N. luteum y B. 

dothidea, especies de Botryosphaeriaceae patógenas asociadas a los síntomas, además de L. 

theobromae y D. seriata. Además, se confirmaron variedades tolerantes y susceptibles en función 

de síntomas y contenidos de resveratrol siendo necesario conducir investigaciones para 

completar el conocimiento de la respuesta de la vid a la infección con hongos de madera. Estos 

resultados son esenciales para estudiar y comprender los mecanismos de defensa involucrados y 

plantear a futuro, estrategias de mejoramiento sanitario y genético que podrán ser integradas al 

sistema de protección de la vid. Sin un fungicida eficaz para el control de enfermedades de 

madera, sería conveniente una selección previa de variedades que ofrezcan cierta tolerancia a 

hongos de madera y catalogar las más susceptibles. 
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ANEXOS  



 

ANEXO I MEDIOS DE CULTIVO 

 

 

Composición del medio de cultivo Murashige y Skoog (MS, 1962) modificado: con 

macronutrientes  y micronutrientes  diluidos  a  la mitad,  vitaminas  y  hierro completo, 

biotina y ANA (ácido naftalen-acético).   
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àYi[YjZhY�\Y�̂Y[̀Y¢VỲaY\d\hY]̀a\yY�e\Yc̀j�c\bYZa\Ycih\_Y�i[eY[eih�
�Zcc\_�YefZcih\�Y«Z[[\h\_Yj\ccby
Ã4>67>J3;l96<=68m634>6�CPDIBDoF63t:>6<J6M4<74634>65=7<65;>6

<J3>;=:>;=>?6M<346:=>l?8:5;5:4t=>=634536L;8M6?8MJM5;?=65J?6
ml=>653634>6u5=>68m634>6K87lK>N6Ã4>6m8;968m634>65=7895356<=68m6K<33K>6
35k8J89<76ª5Kl>6=<J7>6>ª>J6M<34<J656=:>7<>=65=789535675J6ª5;t6
m;896lJ<K87lK53>6M<346;>K53<ª>Kt634<J6M5KK=6386789:K>k69lK3<K87lK53>6
M<34634<7¡6M5KK=65J?6>k3>J=<ª>6=3;8953<763<==l>N6Ã4<=6ª5;<53<8J6<=6
:;8u5uKt6<J6;>=:8J=>638634>6=lu=3;53>68;634>678J?<3<8J=6lJ?>;6M4<746
34>65=78953565;>6m8;9>?N6�8;6>k59:K>G65=7895356<J6nSREDQqAEPF675J6
u>6><34>;6=<9:K>G6lJ<K87lK53>6=3;l73l;>=6=7533>;>?6<J?<ª<?l5KKt68ª>;6
34>6=l;m57>68m634>648=363<==l>G68;634>t675J6u>65LL;>L53>?6<J6K5;L>6
u83;t8=>67Kl=3>;=N6Ã4>t675J65K=86u>6m8;9>?6<J6K5;L>69lK3<K87lK53>6
=3;895356lJ<3>?6M<34678J<?<89535N6�l;34>;98;>G634>;>6?8>=6J836
5::>5;6386u>65Jt678;;>K53<8J6u>3M>>J634>6m8;968m634>65=78953565J?6
34>65=>kl5K6L>Jl=65==87<53>?6M<34656:5;3<7lK5;6=:>7<>=N

ÊËÌÙ
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{VWr|Yy[_etẀabLISTzQPL
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ej{gifj�ifc�aha�ci��ib�ib{g�akla�\]{a�a�{�{anmaegjaZnqpxp\a�a
eg{ga�af{�ahag{ea�aj{bakl�{aa��=@�A<~��~@=GBV543LM6H98�::JVH9
nZZ\vpnq\[[zaso\qZy_x̀aZz[pqxopZ\[ânavwsZz[pqxopZ\[av_û\̂_̀a�dega
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:C797<:D=<59=lA:79<CA67<954@7<m774<l=9:�
�4<:C7<���<�C;l=E74;<E7478A:7B<m;<�=CAl5<������O[\]]K_O

59=lA:79<>8=�<������������<A4B<����������<@lk9:787B<D5:C<:C7<:D=<
7�H:;�7<59=lA:79<=><���������NO�Rg̀�̀h�OVQh̀̀O�WỲO�WihYOiXOdeUO
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aË¼b̀[\a]X³µX|́YYV\Xpdu¶�sX̀\]XºbzâX9�<l>�<pq��hskXÌVZazaWcX
GN?F@L?GNFLKLEFE?AQ?PKLELNFGNR?D?HAOPKL@LNEGSL?DNDBMEGEI?F@LEL?
L̄PBDNDFGANE?DKL?KLPLDFLJ?@LKL�
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±̧SN«¹EN±TSP5OD®MTMDP5�±±TON�«TSŞ5ÍET«±�D¹P5D«¹O5E�L«¹D¹P5L®5M�5
��Ð�ZvuprnZ|�{ZÐ�Z¥j¡̀cZ¢<BA@A<=7<>]95�̧TSN«DP5ONÏ®SDP5O�ÏDMNÏDO5
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d̀dTfSTebPiÙ_̂ai_QfbPV]̀a�wvQ__TebPvQ__PâUS̀SV̀UxP̂�PQUP̂iVTfP_QcTfP̂�P
eQf�PRf̂vUPV]̀a�wvQ__TeP¬NÙ¬YMgZgHXY\gMIObPRTâd̀UxP]cQ_̀UTPV̂vQfeSP
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³�m:9E6�n�E6ss|­6s|E6s|á56�s|4|�E

ØO[GO¬MGÆg¬gP̀ddTfSTebPeQf�PRf̂vUPV̂PR_Qa�bPv̀V]PQPS̀Ux_TP
QhQfQh]cSQVTP_̂ai_TbPvQ__PâdĥSTeP̂�PhSTiêhQfTUa]cdQV̀aPaT__SP
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&�"&%.�"S�&' !"�.S�T�T�..�!'j���P���L�6e3òDD6ñZ6ŴIAY6_8Z[;̂Ĝ9]6
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?<BA=AG9AB9G9QOAD@9K>?<A=9KGEEL9QGCC9?<BEAEDABF9<J9�P�9CGN@;E9<J9
M;<QB9�}õ��~8�85¦��8~6��93456764|�4~}��CABABF9DO@9ABB@;9CGN@;9<J9
UV̂WbT][u[TSYcWV�YZ[]̂cWRSTTUVcWpge·R̂�UYÛcWejglpWmWkgjWqSsW
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��RR�Y�:TU��V�W:8U��R8Q���R:SPU���O:SV�TU�WY���RR���V8RR��Y�:TT���R8Q���
PQ8R:T�Y���RR��UP:T{o8RR�Wq��DNILIDm�DM�E��P��UY��TW:nn���TU:8U�WY�
-&>\>('5>(\$c&-b$5/1$>((1&$=6](>,>'.$h'..#$+&'(]/>(\$'5$5>b1A#$k=$5-$4 $

ab$.-(\#$32ed�$ab$h>,1#$+1'&>(\$A>(\.1#$k(+&'(]/1,$]-(>,>-\1(-kA$
��RR�Y��n��:V:R8��W:V�T�:�T��8����T:W:�OP����q��DNILIDl�NDHE�J���E�
/-.-+.'A5>]$=&-.>c1&'5>(\$=1&]k&&1(5.6$h>5/$k=$5-$�[1$=&-.>c1&'5>-(A2$
�DNILI��PQ8R:T�Y�n��:n��V�U���p8RY�Z8���U��T�8U�Y��8��RQ����{��OU8U�Y�
A-b15>b1A$+1]-b>(\$=>\b1(51,#$3!d�f$_$e2ed3 2e$ab$)'[2$A>01$-c$
]-(>,>'$�$�42�$_$!2̀$ab"#$���$&'5>-$�$4232$�m�MK��I��oP�T�O����TU�
V��U�8Z�TW8TU�:T��OO���O8�U��n�OQ�T:W:�VY��QR:TW�:�8RY�o:UP����TW�W�
-&$5&k(]'51$'=>]1A#$]k&[1,$'5$5>b1A#$̂d3 $_$�d̂$ab#$&'&1.6$k=$5-$3e$
_$e$ab2$�IJ�DK�M���QT8��z�8R�V��OP�T�U���O��U�Wq

�H��HM��J��M�J��MIE�IJEF��D�DNI�E��T�P8Rn��U��TSUP���r�OR8U��o:UP�
���t��8t����O:�U8�P:��R�8n�8nU������W��TW�����TU:T�����R:SPU��T�8�
R8Z��8U��Q�Z�T�P�oP:U��U���R:p�{Z��oT�����R:p8�����{ZR8�tY���p�����
oP:U��U���R:p8�����{ZR8�tY���T:W:�V8�n��V:TS�V8:TRQ��T�R�8nY�ZR8�tY�
A-b1$]-[1&1,$+6$b6]1.>kb#$>bb1&A1,�1&kb=1(5#$k=$5-$̀  $ab$
W:8V�8TW��n�p8�:8ZR���P8O�Y���T:W:8�8TW��O��V8U:8�O����TUq�
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ª«¬«­®̄°�±��²
³��²��W�:�W�Z�8T�P��n�¦��J��IGDMNIJ��:T���R8U�W�
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456789:;6;;8<=6;;8>?@8<ABCDCEFGFHAIAJKLKAMNOPQHHRASTEKA
UVWXYZ[\[]̂_̀aYX̂_bcd_efĉ_gchĥ_iWjYkl\m_iknhoppp̂_q[[_
BCDCEFGFHArstuvwtxgchhy_zY{_|XX}~]{l]|Y\~̂

�����usuA�T�AOQ�TO�QGKA��������usuAT�A����v��AH�KA��FPHA
H�OT�C�F�RAHTEF�CO�AT��Q�ATOAF�APOTN�HRAOC�FGE�A�T�QOQGA�F��A
�Wj[X|}��_~}�[{�j|lX�_jY\|jlX_Y{_~�V[{|jlX_Y{_Y��W{|zY{��_}\|XYj}Xl{̂_
��������r����t�rvv�A�TET�ECH�F�RA��CEF�QRAT�CEA�TA�NHF�TO�RA2�12A
�_ĉn�ĝn_��_xlâ_~| [_¡_o_�_h_��ŷ_������uA��CEF�QRAN�F�QEENECORA
�NHF�T�A�TAQEEF�HTFGA�TA����F�TO�RAC�F�QHAT��NHQRA�CHQA�ON��C�QRA
HT�Q�F�QA�T��AC�F�QHA�C�QORACHQ��C�QRAH�TT��¢�CEEQGRA12�££A
�_ên�p̂n_��_xlâ_~| [_Yz_jY\|¤|l_¡_hôe_�_n̂g_��y�_¥¦§_¡_ên̂_
�̈�©��rªuAH��CHQ«NCEA�TO��¬A��������r����t�rvv�A�TET�ECH�F�RA
VWlX|\[�_ZXY�Y~[_]Y_]}{�|\l][_hĥn_�_ĥn_��̂_������uA��TA�TO�HA
T�HQO�QGA­FOOQPNECOAET�P®AC�GA­FOOQPNECOAOTN�G®A�T��A�OT��AC�GA
�}{|zY{�_̄|{{[Z}Xl{_{Y}\¤°_h�e_]{l\~a[{~[_~[�]l�_c�h_XY\Z_~[�]l_
l\¤_c�e_Y�X|±}[_~[�]l�_p̂n�hên_�_n̂n�ôn_��_xlâ_~| [_Yz_jY\|¤|l_¡_
²̂o_�_p_��y�_¥¦§_¡_ĥf�_{l{[XW_zY}\¤_̄|{{[Z}Xl{_XY\Z°_h�n_]{l\~a[{~[_
~[�]l�_c�g_Y�X|±}[_~[�]l�_hĥn�gĉn_�_f�p̂n_��_xlâ_Yz_gc_jY\|¤|l_
¡_hn̂n_�_n̂o_��y�_¥¦§_¡_ĝp̂

��vs�ªrt�©uªu�srª��s���¬A��v���r�_³V|][�_́l]][\[¤_³|]V_]}z]~_Yz_³V|][_
���QEFN�RA�Q�T�F�PA�QO�A�TAGCODAPOQQ�FH�APOQ�A�TETNOAC��QOA12A
¤_³|]V_]V[_{[a[{~[_~|¤[_Yz_]V[_jYXY\|[~_Z{[[\|~V_�Xljm̂_µ�]|�lX_
][��[{l]}{[_zY{_Z{Y³]V_ec_¶·�_jYa[{|\Z_l_²c_��_U[]{|_¤|~V_Y\_ì _̧
|\_e�f_¤�_X|�|][¤_Z{Y³]V_Yjj}{{[¤_l]_f_¶·_l\¤_hc_¶·̂_

¹º�r¬A»¼½¾¿ÀÁÂÀ�_Ã}[[\~Xl\¤�_Äl{l\¤l�_~W��]Y�X[~~_�{l\jV[~_Yz_
Å��uvº�s��t�ªu����_VW�{|¤�_il{_gccg�_Æ̂Ç̂_k}{Z[~~�_¤{|[¤_j}X]}{[_
H�TONEC�F�PAT�A����v��AH�KA��FPHRAÈÉÁÉ¾ÊËÌASÍÎÍ2ÏÐK

��vs�ªr�d_iÑ··_ggp_¡_·kq_hgocco_x[ÒÓ]W�[y�_iÑ··_gob_¡_§̧ ·_
1£3ÔÕK

Ö��s¬tÅ��uvº�s��A×BCDCEFGFHArstuvwtgchhŷ

Ø��Ù�t���sª�Ú�s���¬AÛNH�OCEFCA×BCDCEFGFHArstuvwtgchhŷ

Ü�sr�¬AÛA�CEQA�QEET�FH�A�FP�Q��A�CHAT�HQO�QGAT��QAF�A��QA�QGFCAT�A
]V{[[_|~YXl][~_iÑ··_gpc_l\¤_iÑ··_g²b_l\¤_iÑ··_geg_xqlmlX|¤|~_
rstuv̂_gchhŷ_Ür�Ý���������t����vus��AFHA�TO��TETPF�CEE�AHF�FECOA�TA
T��QOA�ETHQE�AOQEC�QGAH�Q�FQHAF�A��QAÜwt�uªÞ��t¦_Üwtª�Ú��AH�Q�FQHA
�T��EQ«AC�GAGF��QOHA�OT�AT��QOAH�Q�FQHAF�A��QA�T��EQ«A��AT�QA
}\|±}[XW_�Ò[¤_\}jX[Y]|¤[_¤|zz[{[\j[_|\_�l{]|lX_̀ßhÓà_x̀Ñee²nc²y_
�Y~|]|Y\_hbf_x̧ŷ_q[[_\Y][~_zY{_Üwt��ª�us���vuK

456789:;6;;8<=á?âã8<_xU[\\WjYYm_ä_ql�}[X~y_·{Y}~�_
qX|��[{~_ä_̧ å̂̂¥̂_UV|XX|�~�_q]}¤̂_iWjYX̂_nnd_gfô_gccb̂_
iWjYkl\m_iknccop²̂_ß|Ẑ_np̂
æu����º�¬Aç���������t�uªÞ��AèQ����TTDAIABC�NQEHRAS��T�C«T�A
£2¬A2ÕÕKA1ÔéÕKA
êAæ�sªº���©urª�ut�uªÞuAèQ����TTDAIABC�NQEHRAS��T�C«T�A£2¬A2ÕÕKA1ÔéÕK

�����usuA�TO�F�PA�T�O�THQA�ENH�QOHA£�ÕA��AGFC�RAQC��A�T��OFHF�PA
}�_]Y_hcc_l~jY�l]l�_[{}��[\]_]V{Y}ZV_]V[_�l{m�_ZXY�Y~[�_³|]V_l_
H�TO�RA�T�F�CEA�C�FEECRAGCODA�OT��A�TA�EC�DRAH�TT��RA��F�D¢�CEEQGRA�CEEA
�T��THQGAT�AGCODA�OT��A��F�D¢�CEEQGA�QEEHRAEF�QGA�F��A��F�¢�CEEQGRA
VWlX|\[_j[XX~�_XYj}X[~_hnc�gnc_��_¤|l��_jY\][\]~_jY\~�|j}Y}~XW_
��F�QA��Q�AGO�KA����_jXlal][�_oÓ~�Y{[¤�_�|]}\|jl][�_pn�hfex�ghcy_
�_hp�gh_��̂_�������ªr�A�OTCGE�AQEEF�HTFGCEA�TA�NHTFGRAT��Q�A�F��A

C�AC�F�NENHAC�AQC��AQ�GRA��CEF�QRAH�TT��RACHQ��C�QRAT��CHFT�CEE�A
�[jY�|\Z_hÓ~[�]l][�_xhf�yho�gexëgby_�_xp�yoëhcx�hhy_��_xlâ_
Yz_pe_l~jY~�Y{[~_¡_gĉo_�_²̂g_��y�_¥¦§_¡_ĝĝ_·Y\|¤|Y�l]lX_
CPPOQPC�QHA�TO��TETPF�CEE�AF�GFH�F�PNFH�C�EQA�OT�ACH�T�C�CEA
CPPOQPC�QHKA��������usuAPET�THQAC�GA�T�¢�C�FEEC�QA�TA��OF�TO�A
�F��ACAH�TO�RAC�N�QA�C�FEECRAQ��FOQAET�NEQAEF�QGA�F��A�T�FGFTPQ�TNHA
�QEEHKA��������r����t�rvv�A�TET�ECH�F�RA��CEF�QRAHN���EF�GOF�CERA
�OTEF�QOC�F�PA�QO�NOOQ��E�A�TA�TO�A1�£AC��QEEC�FT�HRATOA�OTEF�QOC�F�PA
C�A��QAHC�QAEQ�QEA�TA�TO�A�QOF�EF�CEA��F�DQ�F�PHKA������uAQEEF�HTFGCEA
³|]V_l�[Ò_{Y}\¤_l\¤_�l~[_́l]�_}\|j[XX}Xl{�_VWlX|\[�_YX¤_jY\|¤|l_
�Q�T�F�PA1�£¢HQ��C�QA��CEF�QRATOAEFP��A�OT��A�F��A��QA�FGGEQA�QEEA
¤l{m[{_]Vl\_]V[_][{�|\lX_j[XX~�_xhg�yhên�ghx�gfy_�_f�bx�hcy_���_
²n_ì_jY\�¤[\j[_X|�|]~_Yz_egc_jY\|¤|l_¡_hb̂²�hp̂e_�_n̂f�n̂b_��_xlâ_
í_q̂î̂_Yz_egc_jY\|¤|l_¡_hp̂h_í_ĝh_�_n̂n_í_ĉo_��y�_¥¦§_{l]|Y_¡_êg_í_
ĉb_³|]V_²n_ì_jY\�¤[\j[_X|�|]~_Yz_êh�êĝ_̈��©��rªuAH��CHQ«NCEA
�TO��¬A������uAHN�PET�THQA�TAT���OF�TO�RA�OT��RAC�Q«AT��NHQRA
�l~[_]{}\jl][�_o�hĉnx�hgy_�_xb̂n�yp�ox�²y_���_h�e_]{l\~a[{~[_
HQ��CRA1�£AET�PF�NGF�CEAHQ��CRAC�GA1�£AT�EFïNQAHQ��CK

¹º�r¬AðÌñòóÌÀÁÀôõRAMC�AT�AèEQ���RAJQAèNDQRAöTA3AÎTCGRAMCEG�F�A
µ{jVl{¤�_Y\_~�lXX_¤[l¤_�{l\jV_Yz_����v��t���ªuRA1ÐA÷Q�KA1Ôé1RA
BKÎKAèQ����TTDRAÈÉÁÉ¾ÊËÌAè÷÷A2Õ23éK

��vs�ªr�d_Uîî··_occe_¡_̧Æ··_noh²h_x[ÒÓ]W�[y_¡_Ç·iU_occe_¡_
·i§_²coĥ

Ö��s�¬AèENOF�TOTNHAF��ENGF�PA��s�����ut�rv�����uA×èQ����TTDAIA
BC�NQEHA1ÔéÕRAÛ�GTEEC�øCGQ�Arstuv̂_gchey�_�ªu��uª�ut©rsrª��©ºvvuA
×BEF��QOHArstuvwtgccn�y�_��sª��t���r����A×ùN��F�P�T�Arstuv̂_gccpy�_
��sª��AH�KA×ÛGQHQ�T�QArstuvwtgchhy�_���ªr����tÝ��rÚª��A×úFArstuvwt
gchcy�_̈����ºª��tûuû�A×üCGPFEtrstuvw_gccny�_Åª��Ú�sªºutýu�����uA
×üCGPFEtrstuvw_gccny�_Å��uvº�s��t��sª����ªuRAÅ��uvº�s��t�v�Ú�v��RA
Å��uvº�s��t�ªu����RAÅ��uvº�s��t�uv���uA×üQøC�P�QArstuvwtgccfy�_
Å��uvº�s��t�rvv�suA×MCO�QOArstuvwtgccny�_Å��uvº�s��t�ª��©ºvvuA
×ST�CEFArstuvwtgccpy�_ç����t���ª��uª�ut×SC�TOïNF�Arstuv̂_gchgy�_
þªrÞ�vvrutª�Ú��su_xÆYXÿl\¤[{_rstuvwtgccpy�_Örsrª��º���t�usuvr����A
×BEF��QOHArstuvwtgccfly�_���vu��tªr��uA×L�GQO�F�øF�Arstuvwtgchc�_
Û�GTEEC�øCGQ�Arstuv̂_gchey�_�����rª��t���������t�����t���ru�t
¹©�ýut�v��usu�t¹©�ý�����t��vuÚªusut×ÛE�QHArstuvw_gchey�_Ø�vûÙ�s��ut
u�uÚ�v��A×ùN��F�P�T�Arstuvwtgccpy�_�r��u�r��ª��AH�KA×SCOF��T�F�øA
rstuvwtgccoy�_�r�����rª���AH�KA×SCOF��T�F�øArstuvwtgccoy�_��v���t
vu���Ý�v���A×�TTG�COGArstuvwtgccby�_�uv��t���r�s��uA×èQ����TTDA
IABC�NQEHth²ony�_�u���Ýrªut�����uA×�C�FQO¢ÛE�CArstuvwtgcc²y�_�vrut
uÝª��u�uA×ùN��F�P�T�Arstuvwtgccpy�_�vrutr�ª��uruA×úCøøFøQOCA
rstuvwtgccoy�_�rª�rutu�rª��u�u_x	l{]|XX_h²²h�_·}\\|\Z]Y\_rstuvwt
gccp�_
[lÓkY\|XXl_rstuv̂_gccp�_ijîY\lX¤_ä_̀~mlX[\_gchh�_iYX|\lÓ
üC�THHTArstuv̂_gchgy�_���su��utÞrªuA×ùN��F�P�T�Arstuvwtgccp�_
L�GQO�F�øF�Arstuvwtgchcy�_����v��AH�KA×üCGPFEtrstuvw_gccny�_�ª�srut
�º�uª���r�A×SCOF��T�F�øArstuvwtgccoy�_�ª����tuª�r��u�u_x�{l�lÿ[_
rstuv̂_gchgy�_�ª����t��v���A×L�GQO�F�øF�Arstuvwtgchcy�_�ª����t�rª���uA
×ùN��F�P�T�Arstuvwtgccpy�_�ª����tuÞ���A×Û�GTEEC�øCGQ�ArstuvKA
gchey�_��r����u�u�tvurs��A×üCGPFEtrstuvw_gccny�_�������t��uýuÞuA
×ST�CEFArstuvwtgccpy�_�ºª��AH�KA×Û�GTEEC�øCGQ�Arstuv̂_gchey�_�ºª��t
��������A×üCGPFEtrstuvw_gccny�_�ºª��t�ºª�Ý�v�uA×B�Q�Arstuvwtgchcy�_
�����AH�KA×Û�GTEEC�øCGQ�Arstuv̂_gchey�_��rª���t��ÚrªA×úF�CEGQGGNA
rstuvwtgccpy�_
©����r��ª��AH�KA×�COQECArstuvwtgchhy�_
�Úr�AH�KA
×BEF��QOHArstuvwtgccfly�_
�Ú��AÝª�s������A×Û�GTEEC�øCGQ�ArstuvKA
gchey�_�uv��AH�KA×Û�GTEEC�øCGQ�Arstuv̂_gchey�_�r����ut���u�sruA
×BEF��QOHArstuvwtgccfly�_�º�º����t��ª�us��A×èC�EF�Arstuvwtgccpy�_
�º�º����t�u����vus��A×èETQ�øArstuv̂_gccoy�_¹rª���uv�ut�usu��uA
×÷FGFQOAMQPTNGQArstuvwtgchcy�_¹ªu�©º�uª���tÝ�ªs��r�A×JC�ETOAIA
	W¤[_gccey�_}\m\Y³\�_�lX�_xÆlWXY{_ä_	W¤[_gccey�_�u�������t
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��������������������� !"#$%"&''()*+,-!-�".-/-0 �#��12����34��� !"
#$%"&''5*+6789::9;<+ !"#$=+&''>*+?8<@@<AB*+ !"#$%"&''C*+DEFGHIJ7EEGB+
 !"#$%"&''C*+KL9H+ !"#$%"&'MM*+N8<OG+ !"#$%"&'MM)=

P/�Q/"R-�!�-��!-�/S��TU�V�VWX�Y�UWZY�Z[\�]2�4U�W����̂�UV[U� !"#$%"
&''_*+̀abb<bcO7b+ !"#$%"&''5*+d@<AAGEB+ !"#$%"&''e9*+J9f@7E+g+hf;G+
&''i)*+jdk+l̀9@<m7Eb<9)+lDEFGHIJ7EEGB+ !"#$%"&''CF*+k;GBG:7fG+
g+nBo9@Gb+&'MM*+pb;GEF<OH<b+ !"#$%"&'M'*+6qK7b9@;+g+nBo9@Gb+
&'MM*+69f7Era<b+ !"#$=+&'M&)*+̀8<@G+lKL9H+ !"#$%"&'MM*+nBA<b7H9+
 !"#$%"&''()*+̀8<b9+ls<+ !"#$%"&'M'*+J9f@7E+g+hf;G+&''i)*+nO8<7A<9+
�t[��u3�[� !"#$%"&''e)*+jdk+lv@7E<;9)+l?@7GOH+ !"#$=+&''>)*+jdk+
lwG7Ec<9)+lN77;x9E;+ !"#$%"&''C)*+wEGGqG+lpb;GEF<OH<b+ !"#$%"&'M')*+
jdk+lh9x9<<)+l69E<bq7x<OH+ !"#$%"&''>)*+pE9b+l6789::9;<+ !"#$\�

&''>*+kF;7@@98H9;G8+ !"#$=+&'Mi)*+pO9@f+ls9HH<HGE9+ !"#$%"&''>*+
y���WZ[ZZ2� !"#$%"&''5)*+6Gz<q7+l67@<b9Iw9f7BB7+ !"#$=+&'M&)*+{Gx+
|[�W��Z��t�Z3�W" !"#$%+&''_*+h9EO<@@+M((M*+?Gbbfq77o+g+d9:aG@B+
�}~����W���[U�� !"#$%"&''_F)*+?GEa+l�9�<GEIk@�9+ !"#$%"&''()*+
T�U423�W��Tu�WW���� !"#$%"&''C*+k@�GB+ !"#$%+&'Mi)*+d7aO8+kmE<q9+lK<;<GE+
[̂3�2Z[� !"#$%"&'M'*+?9�@<q+ !"#$%"&''5*+d@<AAGEB+ !"#$%"&''e9*+
�W���[U�� !"#$%"&''eF*+N8<OG+ !"#$%"&'MM)*+dA9<b+lDEFGHIJ7EEGB+ !"#$%"
&''C9*+�G9I�7b<@@9+ !"#$=+&''5*+�9EG@9+ !"#$%"&'MM*+wE9:9�G+ !"#$\�
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