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RESUMEN

El sostenido aumento en el tiempo de las cepas de Botrytis cinerea resistentes a fungicidas
de interés comercial ha suscitado el interés en buscar alternativas de manejo como los agentes
de control biolégico (ACB). En este estudio se obtuvieron aislados monosporicos a partir de
flores y bayas sanas de uva de mesa cv. Thompson Seedless de dos regiones de Chile
(Metropolitana y O’Higgins), los que fueron identificados mediante filogenia molecular. Se
identificaron 50 especies, sin considerar a B. cinerea, la mayoria de éstas han sido
catalogadas como patdgenos de vides u otros cultivos como Alternaria, Penicillium,
Aspergillus y Rhizopus. Por otro lado, se identificaron especies de hongos no reportadas en
Chile y/o en uva de mesa. Se seleccionaron aquellos no patogénicos y se sometieron a
pruebas de crecimiento dual in vitro contra dos cepas de B. cinerea resistentes a boscalid y
fenhexamid; adicionalmente, se evalué la capacidad de sobrevivencia de los candidatos bajo
concentraciones crecientes de boscalid y fenhexamid. Se observo una diferencia
estadisticamente significativa entre la capacidad de biocontrol de los ACB frente a B.
cinereas, las cepas resistentes eran menos inhibidas por los ACB que una cepa sensible, lo
que indicaria que el problema de la resistencia seria ain méas complicado de manejar. El
género Trichoderma presento una gran cantidad de aislados de multiples especies y fue el
que mejor desempeiio tuvo en las pruebas de biocontrol, tres aislados obtuvieron un
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial >50% y uno de ellos no se vio afectado por
ambos fungicidas a ninguna concentracion, por lo que se perfila como una opcion de ACB
aclimatado a vides en Chile y compatible con las aplicaciones de fungicidas.

Palabras clave: Identificacion de hongos, filogenia molecular, control biol6gico, boscalid,
fenhexamid, Botrytis, Trichoderma.



ABSTRACT

The sustained increase over time of resistant strains of Botrytis cinerea resistant to
commercially available fungicides has raised interest in non-synthetic alternatives products
such as plant extracts and biological control agents (BCAS). In this study, monosporic isolates
of filamentous fungi were obtained from healthy berries and flowers of table grape cv.
Thompson Seedless from two regions in Chile (Metropolitana and O’Higgins), which were
identified by molecular phylogeny. From the fungal microbiota, fifty species were identified,
excluding B. cinerea isolates, most of these species are catalogued as pathogens for grapevine
and other plant species, like Alternaria, Penicillium, Rhizopus and Aspergillus. Additionally,
non-reported fungal species for Chile and/or grapevines were isolated. Those that were not
pathogenic were selected for in vitro dual growth tests against two strains of B. cinerea
resistant to boscalid and fenhexamid, in addition, the survival capacity of the candidates was
evaluated under increasing concentrations of boscalid and fenhexamid. Dual culture test
shown a statistically significant difference between the biocontrol capacity of CBAs against
B. cinerea resistant strains and sensitive strain, which would indicate that the problem of
resistance would be even more difficult to manage. The Trichoderma genus presented
numerous isolates of multiple species and the best performance in the biocontrol tests, three
isolates obtained a percentage of inhibition of the radial growth >50% and one of them was
not affected by both fungicides at all concentrations, so it emerges as an acclimatized to
grapevines in Chile CBA option, compatible with fungicide applications.

Keywords: Fungal identification, molecular phylogeny, biological control, boscalid,
fenhexamid, Botrytis, Trichoderma.



INTRODUCCION

La ubicacion geogréfica y la condicion agroclimatolégica de la zona central de Chile
favorecen y explican el exitoso resultado del cultivo de la uva de mesa y para vino (Vitis
vinifera). En uva de mesa, cuatro variedades dominan actualmente el mercado de
exportacion: Red Globe, Crimson Seedless, Thompson Seedless (Sultanina) y Flame
Seedless abarcando, en conjunto, el 46.3% del volumen de uva fresca exportado por el pais
(ODEPA, 2022). La variedad blanca mas relevante en Chile es Thompson Seedless,
caracterizada por una maduracion temprana, aunque limitada por la necesidad de aplicacion
de reguladores de crecimiento y una marcada sensibilidad al fitopatogeno Botrytis spp.
(Torres, 2017).

El moho gris, como se denomina a la enfermedad causada por Botrytis cinerea, es el
problema fitopatolégico méas relevante en uva de mesa, en especial en el cv. Thompson
Seedless, generando pérdidas incluso totales de la fruta de exportacién en algunas temporadas
(Torres, 2017). El principal factor de este fendmeno es la alta plasticidad genética que tiene
Botrytis cinerea, que le permite establecer en cortos periodos de tiempo pérdidas de
sensibilidad a los fungicidas aplicados para su manejo y control; y adicionalmente, por las
caracteristicas genéticas de las variedades de vid (Latorre et al., 2015; Esterio et al., 2017).
Actualmente, el control de la pudricion gris en vides se realiza mediante manejo integrado,
en donde el control quimico es fundamental. El éxito de esta estrategia depende del nivel de
sensibilidad de las poblaciones predominantes del patogeno a las diferentes moléculas
utilizadas. En el caso de Chile, particularmente impacta la eficiencia de los fungicidas base
de los programas de control pertenecientes a las familias hidroxianilidas y carboxamidas, en
donde se han observado niveles decrecientes de sensibilidad. (Esterio et al.,2011; Esterio et
al., 2017; Esterio et al., 2021).

La presencia de cepas de B. cinerea resistentes a estos fungicidas, la preocupacion por el
impacto ambiental que tienen sus constantes aplicaciones y las crecientes restricciones
impuestas por los mercados de destino, que limitan tanto el nimero de aplicaciones, como el
namero de productos aplicados y el nivel de residuo, hace necesario el desarrollo de nuevas
técnicas de control (Esterio et al.,1992). Entre éstas, destaca la incorporacién en los
programas de control de alternativas no sintéticas como extractos de plantas, activadores de
mecanismos de defensa y Agentes de Control Bioldgico (ACB) (Esterio et al., 1992; Auger
y Esterio, 1997), que se perfilan como herramientas ambientalmente amigables, proyectando
la reduccién del uso de fungicidas y, consecuentemente, minimizando el riesgo de desarrollo
de cepas de Botrytis cinerea resistentes a fungicidas (Auger y Esterio, 1997; Montealegre y
Péerez, 2013).

El control bioldgico actualmente se basa en la aplicacion de preparaciones comerciales de
diferentes hongos y bacterias para varios usos agricolas como cepas de Bacillus thuringiensis
para el control de insectos (Carreras, 2011) y numerosas especies de Trichoderma utilizados
como biofungicidas y/o inductores de crecimiento (Contreras-Cornejo et al., 2009). Los



mecanismos de accion de estos productos pueden ser directos, como el micoparasitismo y
antibiosis que inhiben el crecimiento del patdgeno e indirectos a traves de la induccion de la
respuesta de defensa y crecimiento de la planta. Adicionalmente, existe la secrecion de
enzimas hidroliticas por parte de los ACB, presidén y competencia por espacio y nutrientes,
asi como la detoxificacion de factores de virulencia, que son otras formas en que hongos
antagonistas pueden hacer frente a enfermedades en la planta (Sempere y Santamarina 2007;
Thambulaga et al., 2020).

En consecuencia, la clave para desarrollar un producto comercial en base a un ACB radica
en encontrar aislados de especies de microorganismos que sean capaces de ejercer alguno de
los mecanismos de accion antes mencionados. Es fundamental, ademas, que sean capaces de
crecer in vitro y que puedan sobrevivir en ambientes con presencia de fungicidas.
Considerando que los ACB acttan sobre ciertos tejidos de la planta, es coherente buscar ACB
candidatos en el mismo tejido de la planta hospedera o nicho ecolégico completo. Existe una
amplia literatura respecto de los microorganismos asociados a la vid, es asi que
microorganismos endoéfitos y epifitos han sido detectados en la raiz, tallos, flores y bayas
(Gilbert et al., 2014). Por otro lado, las investigaciones han revelado que las poblaciones de
microorganismos pueden variar entre cultivar, localizacion geografica, clima e incluso
durante la temporada y son impactados significativamente por diferentes manejos
agronomicos (Bokulich et al., 2014; Pancher et al., 2012).

Los microorganismos ejercen relaciones tréficas con la planta hospedera, generalmente de
tipo comensalista, donde sobreviven al interior de su hospedero sin generar un impacto
negativo en los tejidos de la planta (Violi et al., 2007). Adicionalmente, la relacion puede ser
del tipo parasitica o mutualista, por lo que es normal encontrar microorganismos
considerados patdgenos en estado latente, los que bajo condiciones favorables desencadenan
enfermedades en la planta, incluyendo la pudricion por Botrytis spp. (Pancher et al., 2012).
Actualmente, se han desarrollado métodos que permiten caracterizar las comunidades
microbiologicas mediante el analisis masivo de datos de secuenciacion de una muestra
ambiental — metagendmica - (Schloss, 2020). Sin embargo, la caracterizacion y definicion de
especies ha estado intimamente ligada, en las Gltimas décadas, con analisis moleculares que
utilizan filogenias basadas en analisis multilocus de genes de interés (Woudenberg et al.,
2015; Zhang et al., 2019; Zheng et al., 2021).

Los analisis multilocus permiten visualizar las relaciones filogenéticas a partir de diferencias
entre multiples secuencias bajo estudio, lo que ha permitido redefinir taxonomias completas
de un gran nimero de especies y aun quedan muchas otras por definir (Crous y Groenewald,
2013; Asgari et al., 2011; Chen et al., 2017a; Maharachchikumbura et al., 2014). En esta
misma linea la adopcion del concepto “one fungus one name”, ha permitido unificar los
nombres cientificos de las formas sexuales y asexuales de una misma especie, dejando
obsoleto el concepto de anamorfo y teleomorfo (Hawksworth et al., 2011).

Los miembros de la microbiota fungica reportados en vides se restringen principalmente a
los patogénicos, debido a su interés comercial. Dentro de las enfermedades mas comunes
generadas por hongos en bayas de vides, se encuentran la pudricién gris ocasionada por
Botrytis cinerea y la pudricion &cida, la cual es producida por un complejo de hongos entre
los que se encuentran los géneros Penicillium, Aspergillus y Rhizopus (Torres, 2017).
Ademas, la vid es afectada por Erysiphe necator, agente causal del oidio de la vid, hongo



biotrofico que afecta la calidad y cantidad de la produccion, pero que no esta asociado a
pudriciones (Massi et al., 2021).

El primer libro recopilatorio de la flora fungosa identificada en Chile fue realizado en 1980
por Torres y Mujica, posteriormente, en 2010 Acufia elaboré un compendio de hongos y
bacterias presentes en frutales y vides en Chile, si bien la nomenclatura y delimitacion de
especies en estos catalogos no esta actualizada, se pueden evidenciar los géneros y las
especies descritas en Chile, las que incluyen; Alternaria, compuesto de hongos cosmopolitas
causantes de enfermedades en plantas y humanos, cuya especie tipo Alternaria alternata esta
asociada a la pudricion &cida, pudricion del racimo y moho verde de la vid (Woudenberg et
al., 2015). Luego, el género Penicillium con varias especies reportadas en Chile causantes de
pudricion del racimo como P. chrysogenum,y P. wortmanni, ademas de P. expansum que
también esta asociado a pudricion acida y moho azul. Aspergillus, un género con especies
endofitas en el racimo de la vid, como A. niger, A. niveus, A. paradoxus, A. versicollor, A.
wentii y A. westerdijikiae, que producen pudriciones y problemas en postcosecha. Varios
géneros asociados a la pudricion del racimo tienen especies identificadas en Chile, como
Rizhopus (R. stolonifer), Epiccoccum purpuracens y Cladosporium (C. herbarum, C.
cladosporoides).

El estudio y caracterizacion de la diversidad de las comunidades fungicas en la vid, permitira
evaluar potenciales ACB contra Botrytis cinerea los que al estar presentes endégenamente
en lavid ofrecen una mayor probabilidad de éxito por habitar naturalmente el nicho ecoldgico
de interés. Este estudio consistio en: (i) evaluar la diversidad de los microorganismos
fangicos cultivables, con objeto de encontrar potenciales ACB en distintos estadios
fenoldgicos de la vid, (ii) establecer su capacidad de competencia con Botrytis cinerea, el
principal patdgeno fungoso que afecta a esta importante especie tanto en Chile como a nivel
mundial y (iii) Evaluar la capacidad de crecimiento de los aislados en ambientes con
fungicidas de interés agronémico.



HIPOTESIS

En flores y bayas del cv. Thompson Seedless existe al menos un hongo con capacidades de
ser controlador biolégico de B. cinerea.

OBJETIVOS DEL TRABAJO

Objetivo general

Identificar a nivel de especie los principales organismos que forman parte de la microbiota
fangica de flores y bayas de uva de mesa cv. Thompson Seedless en Chile y evaluar su
capacidad como controlador(es) biolégico(s) de B. cinerea.

Objetivos especificos

1.- Recuperar los microorganismos fangicos presentes en flores y bayas de uva de mesa cv.
Thompson Seedless.

2.- ldentificar los microorganismos fungicos aislados, a nivel de especie, a través de filogenia
molecular.

3.-Caracterizar parametros de crecimiento y desarrollo de los microorganismos fungicos
seleccionados frente a aislados de Botrytis cinerea que presentan pérdida de sensibilidad a
fungicidas de interés agronémico, mediante pruebas de competencia y sensibilidad in vitro.



METODOLOGIA

Lugar de estudio

Las muestras de flores y bayas de vides fueron colectadas de predios ubicados en la Region
del Libertador Bernardo O’Higgins y en la Region Metropolitana, Chile.

El trabajo de aislamiento, incremento y pruebas de competencia de microorganismos se
realizo en el laboratorio de Fitopatologia Frutal y Molecular del Departamento de Sanidad
Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile.

El trabajo de extraccion y amplificacion de ADN, asi como los anélisis de filogenia, fueron
realizados en la unidad de biologia molecular del mismo laboratorio.

Materiales

Origen de los aislados de B. cinerea

- Aislado B. cinerea resistente a Boscalid (fdb613c) obtenido del cepario del
laboratorio (Esterio et al., 2021)

- Aislado B. cinerea (fbb61c) resistente a Fenhexamid obtenido del cepario del
laboratorio (Esterio et al., 2021)

- Aislado B. cinerea (fdb8-3c3) sensible absoluto obtenido del cepario del laboratorio
(Esterio et al., 2015)

Software

(1) Bioedit (Hall, 1999).
(2)MEGA (Kumar et al., 2018).
(3) INFOSTAT (Balzarini et al., 2008)



Medios de cultivo

- Agar Papa Dextrosa (APD)
- Agar Agua (AA)
- Sisler (SS) (Leroux et al., 1999)

Recuperacion de los microorganismos fungicos presentes en flores y bayas de uva de
mesa cv. Thompson Seedless.

Se colectaron muestras de un predio de la region Metropolitana y uno de la regién de
O’Higgins. El cuartel de los predios en estudio fue dividido en 6 sectores desde donde se
recolectaron 400 flores, con un total de 2400 flores por cuartel. Para el caso de las bayas, se
realizé el mismo procedimiento, recolectandose 400 bayas por sector con un total de 2400
bayas por cuartel. Las tijeras de poda fueron desinfectadas entre cada muestreo. Se sembraron
todas las flores en placas de Petri de vidrio de 20 cm de diametro, conteniendo medio AA,
con un total de 50 flores por placa.

Las placas fueron incubadas en oscuridad continua a 22°C durante 14 dias, en espera del
desarrollo de los hongos, tiempo después del cual cada crecimiento fungoso
morfologicamente diferente desarrollado en el tejido fue extraido y aislado. Posteriormente,
desde cada uno de estos se realizaron cultivos monosporicos, para ello se extrajo una pequefia
porcion de material fungoso (conidias y/o micelio) que se dispuso en agua destilada estéril.
Entonces se agregaron 3 gotas del detergente Tween 80 para disgregar el tejido fungico y
luego se traspasaron entre 20-200 pL de la suspensién a una placa de Petri con medio APD,
manteniéndose en incubacion a 22°C por 24 horas en oscuridad continua. Con ayuda de un
microscopio Optico convencional de transferencia de luz se traspasaron conidias o micelio
que estuviera aislado del resto del tejido a una placa con APD fresco para obtener cultivos
monoconidiales o0 monohifales segun fuese el caso.

Identificacion a nivel de especie de los microorganismos fungicos aislados mediante
filogenia molecular

Extraccion, amplificacion y secuenciacion de ADN.

Cada aislado monosparico se replico en una placa con medio ADP y se mantuvo a 23°C durante 7-15
dias. Entonces, aproximadamente 100mg de tejido del hongo fueron almacenados en un tubo
criogénico (Merck) para ser mecanicamente triturado utilizando esferas de acero en el equipo TYSSUE
LYSER 2 (QIAGEN) a 30 Hz por 2,5 minutos a -10°C. Luego, el tejido pulverizado fue usado para la
extraccion de ADN utilizando el kit DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) bajo las recomendaciones del



fabricante, EI ADN purificado fue evaluando en su concentracion y calidad (razones 260/280 y
260/230) en un equipo EPOCH Microplate Spectrophotometer/Take3 Multi-Volume Plate. Los
partidores fueron sintetizados por la empresa IDT y las amplificaciones mediante PCR se realizaron en
un volumen total de 20 pL., conteniendo 1x GoTaq ® Master Mix (Promega), 0,2 UM de cada partidor
y 50-100 ng de ADN genomico, completando el volumen con agua nanopura (Promega). La
amplificacion fue evaluada a través de electroforesis en geles de agarosa al 2%, revelado usando RedGel
(Biotium) y luz ultravioleta en un transiluminador. El producto de PCR fue purificado y secuenciado
en ambas direcciones por laempresa PSOMAGEN USA.

Las secuencias de consenso han sido obtenidas utilizando el programa BioEdit v7.0.4.1 (Hall,
1999), y fueron contrastadas con la base de datos RefSeq del National Center for
Biotechnology Information, USA (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov) a través de la
herramienta Nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov) a fin de obtener un primer
acercamiento de la categoria taxondémica de cada aislado.

Los partidores utilizados y las referencias desde donde fueron obtenidos los perfiles de
amplificacion por PCR, se describen en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Detalle de partidores utilizados en este estudio para la identificacion de especies
fangicas asociadas a uva de mesa.

Region Nombre
Partidores Secuencia 5'-3' Referencia
ITS ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White et al. (1990)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
LSU LROR ACCCGCTGAACTTAAGC Rehner y Samuels (1994)
LR7 TACTACCACCAAGATCT Vilgalys y Hester (1990)
GPDH GPD1 CAACGGCTTCGGTCGCATTG Berbee et al. (1999)
GPD2 GCCAAGCAGTTGGTTGTGC
TEF1 TEF2-728f CATCGAGAAGTTCGAGAAGG Carbone y Kohn (1999)
EF1-986r TACTTGAAGGAACCCTTACC
TEF1LLErev AACTTG CAG GCAATGTGG Jaklitsch et al. (2005)
BenA BT2fw GTBCACCTYCARACCGGYCARTG Aveskamp et al. (2009)
BT4rd CCRGAYTGRCCRAARACRAAGTTGTC
BT2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC  Glass y Donaldson (1995)
BT2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC
RPB2 fRPB2-5F GAYGAYMGWGATCAYTTYGG Liu, Whelen y Hall (1999)
fRPB2-7cR CCCATRGCTTGYTTRCCCAT

tRPB2-5F  TTG(G/T)AAAGAA(A/G)CGTCTGGAT  Cheny Zhuang (2016)
tRPB2-7R (CIT)(AIG)(AIG)CATACCTGGTTGTG

ACT ACT-512F 9ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC Carbone y Kohn (1999)
ACT-783R TACGAGTCCTTCTGGCCCAT
CaM CMD5 CCGAGTACAAGGAGGCCTTC Hong et al. (2005)

CMD6 CCGATAGAGGTCATAACGTGG
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Anélisis Filogenético.

Utilizando la herramienta BLASTn se identificaron los géneros de los aislados fungosos
obtenidos utilizando la informacion entregada por la region ITS. Los datos fueron
adicionalmente validados a traves de observaciones macro y microscépicas de las estructuras
de cada aislado utilizando las claves taxonémicas disponibles en la literatura.

Para ello micelio y conidias desde placas de 14 dias fueron extraidos usando una pipeta
Pasteur y montadas en un portaobjeto, luego las muestras fueron fijadas y tefiidas utilizando
azul de metileno, compuesto que se une a sustancias acidas que se tifien color azul
permitiendo revelar la estructura del hongo. Las muestras fijadas fueron observadas mediante
microscopia convencional utilizando un microscopio LEICA TW-150 con un objetivo 4X.
A partir de esta informacion se considerd el analisis de genes “housekeeping” adicionales,
de acuerdo con la informacion disponible en la literatura, para cada género de las especies
detectadas. El total de secuencias de cada gen fue estudiado en forma separada o
concatenadamente, de acuerdo con lo establecido para cada especie. Se integré en los analisis
las secuencias de referencia reportadas en la literatura (Cuadro 2). El alineamiento de
secuencias se realizo a través de Clustal W desde el programa BioEdit v7.0.4.1 (Hall, 1999)
y fue depurado utilizando el algoritmo G-Blocks, para aislar las regiones mas informativas
del alineamiento (Talavera y Castresana, 2007). La concatenacion de genes, asi como la
realizacion y visualizacion de la inferencia filogenética fue realizada utilizando el programa
MEGAX (Kumar et al., 2018) a través del método de méaxima verosimilitud (Maximum
Likelihood), modelo de sustitucion nucleotidica general time-reversible (GTR), distribucion
gamma y Bootstrap con 1000 repeticiones minimo.

Luego de obtener la identificacion de especies individualizadas, se calcul6 un parametro de
diversidad, el indice de diversidad de SimpsonDs = Sni(ni —1) /N (N — 1), donden i
es el nimero de organismos que pertenecen a la especie i y N el nimero total de organismos
(Simpson, 1949).

Evaluacion de la capacidad de competencia in vitro de los microorganismos fangicos
aislados de flores y bayas de vid frente a aislados Botrytis cinerea con pérdida de
sensibilidad a fungicidas de interés agronémico.

Del total de aislados fungosos obtenidos se seleccionaron aquellos que no estuvieran
relacionados con enfermedades en vides (Cuadro 3). Los aislados de las especies
seleccionados y las 3 cepas de Botrytis cinerea utilizadas (aislados con pérdida de
sensibilidad a fenhexamid, boscalid y sensible absoluto) fueron multiplicados en placas con
medio APD. Todos los cultivos fueron incubados a 22°C bajo obscuridad continua. Luego
de 7 dias se generaron discos de micelio de 5 mm de diametro, entonces se dispuso un disco
de Botrytis cinerea frente a un disco del microorganismo seleccionado en una placa de 80mm
de diametro con medio PDA fresco, de acuerdo con el método del cultivo dual descrito en
Dennis y Webster (1971). Posteriormente, las placas fueron incubadas a 22°C en oscuridad
continua y evaluadas 7 dias mas tarde. Se midio el radio de crecimiento de cada colonia de
Botrytis y se calcul6 el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) con la formula



11

PICR = (Rb — Rbc) *%, donde Rb es el crecimiento radial de la colonia del Botrytis

cinerea (tratamiento testigo) y Rbc es el crecimiento radial de Botrytis en el cultivo dual con
el tratamiento. Se realizaron 3 repeticiones y cada repeticion del experimento fue realizada
en tiempos diferentes.
Los datos obtenidos en las evaluaciones se sometieron a un anélisis de varianza (ANOVA) y
a la prueba Tukey de medias comparadas a un nivel de 5%. (Correa et al., 2007) utilizando
el software estadistico InfoStat (Balzarini et al., 2008).

Cuadro 2. Partidores utilizados para amplificar regiones filogenéticamente informativas y
secuencias de referencia para cada genero de especies flngicas aisladas desde flores y

bayas de vid.
Géneros Region Partidores Referencia
ITS LSU TEF GPDH  RPB2 CMD BenA ACT
Alternaria ITS1-1TS4 LROR-LR7  982r-728f gpdlgpd2 5f-7cr Woudenberg et al. (2013)
Arthrinium ITS1-1TS4 LROR-LR7 BT2a-BT2b Crous y Groenewald (2013)
Aspergillus  1TS1-1TS4 CMD5-CMD6 Samson et al. (2014)
Bipolaris ITS1-1ITS4 LROR-LR7 982r-728f gpdlgpd2 5f7cr Ariyawansa et al. (2015)
Bjerkandera  ITS1-ITS4 LROR -LR7 Wang et al. (2021)
Chaetomium  ITS1-ITS4 LROR-LR7 BT2a-BT2b Asgariy Zare (2011)
Cladosporium _ ITS1-ITS4 LROR-LR7 512f-783r Bensch et al. (2012)
Coprinellus  ITS1-1TS4 Huang y Bau (2018)
Diplodia ITS1-1TS4 Glingor y Yildiz (2021)
Epicoccum ITS1-1TS4 LROR-LR7 5f-7cr BT4Rd-BT2Fw Ayimet al. (2020)
Oliveira et al. (2018)
Favarole et al . (2011)
Chenet al. (2017)
Exserohilum  ITS1-1TS4 LROR -LR7 gpd1 gpd2 Ariyawansa et al. (2015)
Fusarium ITS1-1TS4 EF1-EF2 5f-7cr Crous et al. (2021)
Penicillium  ITS1-1TS4 CMD5-CMDE BT2a-BT2b Houbraken et al. (2014)
Jang et al. (2011)
Pestalotiopsis  ITS1-1TS4 EF1-728F/EF2 BT2a-BT2b Ariyawansa (2018)
Rhizopus ITS1-1TS4 728f/986r 512f-783r Abe et al. (2010)
Sordaria ITS1-1TS4 LROR -LR7 BT2a-BT2b Caiy Hide (2006)
Talaromyces  ITS1-1TS4 5f-7cr BT2a-BT2b Yilmaz et al . (2014)
Trichoderma  ITS1-1TS4 7281f/986r t5f-t7cr Cai y Druzhinina (2021)
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Cuadro 3. Géneros fungosos identificados en uva de mesa cv. Thompson Seedless y su
relacion ecologica con vides usado como criterio para la seleccion de candidatos en
pruebas de competencia dual contra B. cinerea.

Género Condicion Candidato Referencia

Alternaria Patogeno de vides no Acufia (2010)

Arthrinium Enddfito de plantas si Crous y Groenewald (2013)

Aspergillus Pat6geno de vides no Acufa (2010)

Bipolaris Patdgeno de humanos y plantas no Ariyawasa et al. (2015)

Bjerkandera  Patégeno de frambueso y kiwi  no Acufa (2010)

Chaetomium  Potencial biocontrolador si Soytong y Kanokmedhakul (2017)

Cladosporium Patogeno de vides no Acua (2010)

Coprinellus  sfi si

Diplodia Patogeno de vides no Acufia (2010)

Epicoccum Pat6geno de vides si Acufia (2010)

Exserohilum  Patdgeno de humanos y plantas no Ariyawasa et al. (2015)

Fusarium Patégeno de vides no Acua (2010)

Penicillium  Patogeno de vides no Acufia (2010)

Pestalotiopsis Patdgeno de arandanos y avellan no Acufia (2010)

Rhizopus Patdgeno de vides no Ariyawansa et al. (215)

Sordaria Posible candidato si Acufia (2010)

Talaromyces  Patdgeno de humanos, si Thambulaga et al. (2020)
potencial ACB Yilmaz et al. (2014)

Trichoderma ACB si Thambulaga et al. (2020)

Evaluacion de la sensibilidad a boscalid y fenhexamid de los aislados que inhiben el
crecimiento de B. cinerea.

Los aislados que presentaron un PICR mayor al control fueron sometidos a pruebas de
sensibilidad a boscalid y fenhexamid. Para ello, se sembraron discos de micelio de 5 mm de
didmetro de los aislados seleccionados en Placas de 80 mm de didmetro con medio APD y
AA enmendado con boscalid a las siguientes concentraciones 0, 0.05, 0.1, 10 y 100 pg/mL.
Por otro lado, para fenhexamid se enmend6 medio SS con las siguientes concentraciones 0,
0.003,0.1,0.3,1, 3y 10 pug/mL. En ambos casos se realizaron 3 repeticiones y el experimento
completo fue repetido dos veces independientemente. El didmetro de crecimiento micelial
(mm) se evalud luego de 5 dias de incubacion en oscuridad continua a 22°C, momento en
que los aislados controles a 0 pg/mL en ambos fungicidas colonizaron toda el area de la
placa.
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Evaluacion de la patogenicidad de los aislados candidatos a ACB que inhiben el
crecimiento de B. cinerea en bayas de vid.

Con el proposito de evaluar una eventual patogenicidad de los aislados candidatos sobre
bayas de uva de mesa, se realiz6 una prueba de patogenicidad in vitro, en la que bayas sanas
de uva de mesa cv. Thompson Seedless fueron desinfectadas con una solucion de hipoclorito
al 5% durante 1 minuto, luego enjuagadas con agua destilada estéril y secadas a temperatura
ambiente (18-22°C) sobre papel absorbente previamente esterilizado. Posteriormente para
cada aislado se prepararon suspensiones conidiales a una concentracion de 7x10*
conidias/mL (Sanchez et al., 2013), desde la que se inocul6 12 bayas sin herida con 20 uL y
una placa con medio APD con 200 pl, para confirmar la viabilidad de las esporas.

Las bayas inoculadas fueron incubadas en cAmaras himedas a 22°C en oscuridad continua y
fueron evaluadas a los 3, 5y 7 dias, midiéndose el diametro de la lesién y la incidencia de
lesiones como (bayas sintomaticas/ bayas evaluadas) con la finalidad de evaluar el desarrollo
de heridas o pudriciones en la baya.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Recuperacion e identificacion de microorganismos fungicos a traves de filogenia
molecular

A través del andlisis de la region ITS (INTERNAL TRANSCRIBER SPACER) mediante la
herramienta BLASTn se agruparon los 84 aislados recuperados en 18 géneros de especies:
Alternaria, Arthrinium, Aspergillus, Bipolaris, Bjerkandera, Chaetomium, Cladosporium,
Coprinellus, Diplodia, Epicoccum, Exserohilum, Fusarium, Penicillium, Pestalotiopsis,
Rhizopus, Sordaria, Talaromyces y Trichoderma. La identificacion a nivel de especie
mediante filogenia molecular fue alcanzada, utilizando una, dos o tres secuencias
nucleotidicas adicionales de regiones génicas informativas segun la literatura. Sin embargo,
un grupo de aislados, equivalente al 22% del total, no pudo ser identificado a nivel de especie
utilizando esta estrategia. La falta de agrupamiento de estos aislados con especies reportadas
dentro de cada género sugiere la presencia de especies no caracterizadas.

Los geéneros Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Diplodia, Epicoccum, Fusarium,
Penicillium y Rhizopus estaban previamente reportados en vides en Chile (Acufia, 2010). Del
total de aislados, el 85% pertenece al Phylum Ascomycota, 10% al Basidiomycota y 5% al
Zygomycota.

Las diferencias poblacionales entre localidad y temporalidad son presentadas en la Figura 1.
Considerando el total de datos, el género mas abundante fue Alternaria seguido de
Penicillium, lo que se condice con estudios previos en bayas de Vitis vinifera (Oliveira et al.,
2017). En bayas de vid vinifera se presentaron resultados en comun con los obtenidos en este
estudio como la presencia de Alternaria, Botrytis, Cladosporium, Epicoccum y Penicillium,
adicionalmente, coinciden en que las comunidades fangicas muestran patrones geograficos
diferentes en bayas (Bokulich et al., 2014; Steenwerth et al., 2021). Por otro lado, aunque
Trichoderma habia sido reportado en bayas de uva de mesa, en este estudio aparece con una
gran diversidad y abundancia de especies (Diguta et al., 2011).

Se detectaron microorganismos cuyo nicho es la madera de los frutales, identificandose al
patégeno Diplodia seriata, agente fungoso responsable de la enfermedad de la madera
descrita como “Botryosphaeria dieback” en uva de mesa cv. Thompson Seedless (Tabilo,
2014).

Adicionalmente, se identificaron especies de Basidiomycotas de los géneros Coprinellus y
Bjerkandera en lugares no aptos para su fructificacion como las flores y bayas. Coprinellus
fructifica preferentemente en estiércol (Huang et al., 2018) por lo que su presencia en baya
posiblemente esta relacionada con el tipo de dispersion de las estructuras sexuales del hongo.
Ambos géneros de Basidiomycota no han sido descritos en vides en Chile previamente.

En particular, las especies mas abundantes fueron Alternaria arborecens, Epicoccum
italicum, Penicillium crocicola y Alternaria sp5., el detalle de especies y diversidad se
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encuentra descrito en el Cuadro 4. De entre los géneros con mas especies, Alternaria fue el
mas abundante con 19 aislados totales. Present6 una riqueza de 7 especies y un Indice de
Simpson (Ds) de 0,83, seguido de Penicillium, con una abundancia de 15 aislados, riqueza
de 6 especies y un Ds=0,85 y finalmente Trichoderma con 11 aislados y un Ds=0,98. La
diversidad medida mediante el Ds obtenida de cada regién y estadio fenoldgico, asi como del
total de hongos obtenidos desde vid, fue alta (>0,9), otros estudios de microbiota fungica en
vides muestran diversidades méximas >0,5 (Zhang et al., 2019). Este resultado puede estar
influenciado por la metodologia utilizada, ya que la diversidad medida en unidades
taxondmicas operativas, entendidas como grupos de especies utilizadas para establecer
relaciones filogenéticas en estudios de metagenomica, podria ser mucho menor que medida
en especies identificadas individualmente bajo condiciones de cultivo.

100% . Alternaria

= o
90% l Arthrinium
Aspergillus
Bipolaris

m Chaetomium

m Cladosporium
m Diplodia
Epicoccum
m Exserohilum
L]

80%

70%
60%
50%

40%

m Fusarium

. - ®m Penicillium

u Pestalotiopsis
Rhizopus
20% l Sordaria
10% Talaromyces
® Trichoderma
0% = Bjerkandera
Flores Bayas Total Flores Bayas Total Flores Bayas Total Coprinellus
RM RM RM RO RO RO Vid
Figura 1. Composicion a nivel de género de la microbiota fungica asociada a flores y bayas
de uva de mesa cv. Thompson Seedless en dos regiones de Chile durante la temporada
2020-2021. Los datos excluyen a Botrytis cinerea.

30%

Por otro lado, se observaron variaciones en la composicion de la microbiota entre estadios
fenoldgicos. Un nimero menor de aislados fueron colectados de flores respecto a bayas.
Ademas, se detect6 que la diversidad en la region Metropolitana fue mayor y concentr6 como
caracteristica definitoria una mayor abundancia de Alternaria, mientras que en la region de
O’Higgins Penicillium, fue el mas abundante. Las condiciones ambientales son consideradas
uno de los principales moduladores de la diversidad de microorganismos (Pavan et al., 2021),
en este estudio se registrd una diferencia promedio de 1,4°Cy 1,2% HR entre ambas regiones
durante las fechas de muestreo, siendo la region de O’Higgins la de mayor temperatura media
y menor humedad relativa (HR), lo que podria haber condicionado los resultados de
diversidad obtenidos.
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Es importante destacar que numerosos microorganismos fungicos no pueden ser recuperados
en medio de cultivo. Una de las principales razones corresponde a la condicion biotréfica que
estos organismos mantienen con la planta, por lo tanto, no son capaces de sobrevivir fuera
del material vivo, como por ejemplo Erysiphe necator (Massi et al., 2021). Adicionalmente,
solo se realizaron cultivos monospdricos de hongos filamentosos, por lo que los hongos
levaduriformes no fueron considerados para el analisis. Finalmente, se debe considerar que
debido al objetivo del estudio y a la abundancia de crecimiento, los aislados de Botrytis
cinerea no fueron considerados en el andlisis de diversidad, de todas maneras, se colectaron
en blsqueda de especies cripticas a B. cinerea como B. pseudocinerea y B. prunorum
(Walker et al., 2011; Esterio et al., 2020), pero ninguna de éstas fue identificada en este
estudio.
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Cuadro 4. Especie, frecuencia, procedencia e indice de diversidad de Simpson de los
aislados obtenidos desde flores y bayas de uva de mesa cv. Thompson Seedless
recuperados en la temporada 2020-2021 en dos regiones de Chile.

Filo Género Nombre cientifico Metropolitana Region de O'Higgins Total
Flores Bayas Total Flores Bayas Total Flores Baya Total
Ascomycota _Alternaria  A. arborecens 1 3 4 1 1 2 2 4 6
Alternaria  A. multiformis 1 1 1 1
Alternaria  Alternaria spl 1 1 1 1
Alternaria  Alternaria sp2 1 1 1 1
Alternaria  Alternaria sp3 1 2 3 1 2 3
Alternaria  Alternaria sp4 1 1 1 1 2 2
Alternaria  Alternaria sp5 1 4 5 1 4 5
Arthrinium  A. kogelbergense 2 2 2 2
Arthrinium  Arthrinium sp. 1 1 1 1
Aspergillus  Aspergillus spl 2 2 2 2
Aspergillus  Aspergillus sp2 1 1 1 1 2 2
Bipolaris B. cynodontis 1 1 1 1
Chaetomium C. elatum 1 1 1 1
Cladosporiun C.arthropodii 1 1 1 1
Cladosporiun C. australiense 1 1 1 1
Cladosporiun Cladosporium spl 1 1 1 1
Diplodia D. seriata 1 1 1 1
Epicoccum  E.italicum 2 3 5 1 1 3 3 6
Epicoccum  E. layuense 1 1 1 1
Exserohilum E. rostratum 1 1 1 1
Fusarium F.redolens 1 1 1 1
Fusarium F. scirpi 1 1 1 1
Penicillium  P.crocicola 3 3 2 2 5 5
Penicillium  P. expansum 1 1 1 2 3 1 3 4
Penicillium  P. glabrum 1 1 1 1
Penicillium  P. jhanthinellum 1 1 1 1
Penicillium  P. polonicum 1 1 1 1 2 2
Penicillium  Penicillium sp. 1 1 1 1 2 2
Pestalotiopsis P. hawaiiensis 1 1 1 1
Sordaria S. fimicola 1 1 1 1
Talaromyces T.aurantiacus 1 1 1 1
Talaromyces T. galapagensis 1 1 1 1
Talaromyces T. minioluteus 1 1 1 1
Talaromyces T. pinophilus 1 1 1 1
Trichoderma T. atroviride 1 1 1 1
Trichoderma T. gamsii 2 2 2 2
Trichoderma T. guizhouense 1 1 1 1
Trichoderma Trichoderma sp6 1 1 1 1
Trichoderma Trichoderma sp7 1 1 1 1
Trichoderma Trichoderma spl 1 1 1 1
Trichoderma Trichoderma sp2 1 1 1 1
Trichoderma Trichoderma sp3 1 1 1 1
Trichoderma Trichoderma sp4 1 1 1 1
Trichoderma Trichoderma sp5 1 1 1 1
Trichoderma T.virens 1 1 1 1
Basidiomycot: Bjerkandera B.adusta 2 2 2 2
Coprinellus C. domesticus 1 1 1 1 2 2
Coprinellus Coprinellus sp. 1 1 1 1
Zygomycota Rhizopus R. oryzae 1 1 2 1 1 2 2 2 4
Total aislados 15 39 54 12 18 30 27 57 84
Diversidad de
Simpson 1 09 097 0984 097 09 0952 09 094
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Especies identificadas por género.

Arthrinium. De los tres aislados obtenidos de Arthrinium, dos de ellos se agruparon con
Arthrinium kogelbergense (valor de soporte 69), por lo que fueron identificados como tal.
Para la construccion del arbol se utilizaron secuencias concatenadas de las regiones ITS, LSU
y BenA (Crous y Groenewald, 2013). El tercer aislado se agrupé pobremente con Arthrinium
xenocordella (valor de soporte inferior a 50), lo que puede indicar la presencia de una cepa
cercana filogenéticamente en la cual una o més de las regiones bajo estudio es
particularmente mas variable, por lo que fue identificado como Arthrinium sp. (Figura 2).

Morfologicamente ambos aislados presentaron un crecimiento similar en ADP, caracterizado
por micelio aéreo blanquecino palido con manchones anaranjados o pardos, colonizando la
placa en menos de 7 dias, lo que coincide parcialmente con las descripciones de las especies
de A. xenocordella y A. kogelbergense en la literatura (Crous y Groenewald, 2013)

Si bien, A. kogelbergense fue reportando recientemente en China como agente causal de
Tizén en bambd (Yin et al, 2021), su relacion con la vid no esta estudiada. Ambas especies
fueron seleccionadas para las pruebas de competencia (Cuadro 6).

Arthrinium arundinis culture CBS:449.92
Arthrinium arundinis strain: CBS 450.92
Arthrinium arundinis culture-collection CBS:133509
99 | Arthrinium arundinis culture-collection CBS:124788
Arthrinium arundinis culture CBS:114316
Arthrinium arundinis culture CBS:464.83
67|' Arthrinium arundinis culture CBS:732.71
Arthrinium arundinis culture CBS:106.12
53 Arthrinium malaysianum culture CBS:102053
| 100 = Arthrinium malaysianum culture CBS:251.29
thrinium kogelbergense culture CBS:114734

97

Arthrinium kogelbergense FD1J
97 Arthrinium kogelbergense FD1A
|| Arthrinium kogelbergense culture CBS:113332
69 | Arthrinium kogelbergense culture CBS:113333
Arthrinium kogelbergense culture CBS:113335
Arthrinium kogelbergense culture CBS:117206

| Arthrinium sp. FC11A |
Arthrinium xenocordella culture CBS:478.86

98 ' Arthrinium xenocordella culture CBS:595.66

|

0,010

Figura 2. A: Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS,
LSU y BenA incluyendo 17 especies del género Arthrinium y a Hypocrea gelatinosa como
outgroup. La reconstruccion filogenética se generd usando el protocolo Maximum
likelihood, con bootstrapping de 1000 réplicas. El valor de Bootstrap sobre 50 es indicado
en los nodos. B: Aislado de Arthrinium kogelbergense. C: Aislado de Arthrinium sp.
FC1A, ambos en medio de crecimiento APD después de 14 en oscuridad continua a 22
°C.
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Alternaria. Corresponde a uno de los géneros de Ascomycota con méas especies reportadas
en el mundo, su caracterizacion ha sido desarrollada, agrupando las especies en secciones,
las que adicionalmente se agrupan en complejos de especies filogenéticamente relacionadas.
Multiples especies de Alternaria han sido reportadas en vides, algunas se clasifican como
endofitas (Zhang et al., 2019), otras participan activamente en varias pudriciones y pueden
ocasionar manchas foliares (Torres, 2017).

Para un primer acercamiento a la taxonomia se concatenaron secuencias de la region ITS,
TEF1y GPDH, desde las que solo se obtuvo de manera precisa la seccion del género a la que
pertenecen de acuerdo con la ultima revision del género Alternaria (Woudenberg et al.,
2012). Catorce aislados se agruparon en Alternata, seccion entre cuyos integrantes se
encuentran A. alternata, A. tenuissima y el complejo de especies A. arborecens, entre otros,
reportados comdnmente como patdgenos de plantas infectando a vides, manzanos y
pistachos, ocasionando manchas foliares en campo y pudriciones de postcosecha.

A

99 | Alternaria armoraciae strain CBS 118702
Alternaria abundans strain CBS 534.83
Alternaria cetera strain CBS 121340
Alternaria obclavata strain CBS 124120
Alternaria breviramosa isolate CBS 121331
—|Al ternaria sp1 BC1H |

Alternaria slovaca strain CBS 567.66
|| Al ternaria sp2 BC5F |
|-| Alternaria ethzedia EGS 37-143

94

= Alternaria conjuncta strain CBS 196.86
. Alternaria infectoria strain CBS 210.86
° Alternaria oregonensis strain CBS 542.94
—

Alternaria cantlous strain CBS 123007
Alternaria multiformis BC5A
Alternaria multiformis strain CBS 102060
— Alternaria atra strain CBS 195.67
Alternaria sp3 BC3C
Alternaria sp3 BC5H
Alternaria sp3 FC3C
Alternaria sp. strain CBS 198.67
Alternaria brassicae-pekinensis strain CBS 121493
Alternaria consortialis strain CBS 104.31
Alternaria cucurbitae strain CBS 483.81
Alternaria obovoidea strain CBS 101229

l d

8.

w

i

0.0020

Continda...
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[Alternaria sp4 BD1A |

Alternaria sp. CBS 108.27
[Alternaria sp4 BCGGI

— Alternaria alternata strain CBS 916.96
— Alternaria gaisen strain CBS 632.93
Alternaria longipes strain CBS 540.94
- Alternaria sp. CBS 174.52

Alternaria tenuissima strain CBS 918.96

—| Alternaria limoniasperae strain BMP 0316
Alternaria daucifolii strain CBS 118812
Alternaria sp5 FC12B
Alternaria sp5 BC6B
Alternaria sp5SBC4E
Alternaria sp5 BC3A
Alternaria sp. CBS 175.52
— Alternaria sp5 BC4C

— Alternaria arborescens BC2A
Alternaria arborescens BC4H
Alternaria arborescens BC6E
—|Alternaria arborescens BD1B
Alternaria arborescens FC6A
Alternaria arborescens FD6A
Alternaria arborescens strain CBS 102605

24

N
~N

|A!ternaria sp6 BC4K|
| Alternaria alternantherae strain CBS 124392
g | Alternaria perpunctulata strain CBS 115267
—

0.0050

Figura 3. A-C: Arbol filogenético de las secciones Infectoriae, Ulocladioides y Alternata,
respectivamente, elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS, TEF1y GPDH
incluyendo 71 especies de Alternaria y Pleospora tarda como outgroup. Los arboles
filogenéticos se construyeron utilizando el protocolo Maximum likelihood, realizando una
prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es indicado en los nodos.
D-G: Alternaria spl BC1H, Alternaria sp6 BC4K, Alternaria sp2 BC5Fy Alternaria
multiformis, respectivamente, en medio APD. H-K: Detalle de conidias y crecimiento en
medio APD de Altenaria sp3, Alternaria sp4, Alternaria sp5 y Alternaria arborescens,
respectivamente en medio de crecimiento APD después de 14 dias en oscuridad continua
a 22 °C.

En analisis filogenéticos previos utilizando las regiones génicas ITS, TEF1, GPDH y RPB2,
estas especies forman un clado monofilético separado de las demas secciones de Alternaria,
sin embargo, se distingue pobremente entre especies dentro de la seccion, debido a pocas
diferencias en las secuencias de los genes estudiados (Pryor y Michailides, 2002; Harteveld,
Akinsanmi y Drenth, 2012) (Figura 3).

Debido a lo anterior, 8 aislados fueron clasificados como 3 especies no definidas: Alternaria
sp4-6, que se agruparon separadamente dentro del clado de la seccion Alternata y seis
aislados como Alternaria arborecens con un valor de soporte robusto (valor de soporte 77,
Figura 3). Por otro lado, cuatro aislados se agruparon en dos clados dentro de la seccion
Ulocladioides, tres de ellos dentro de un complejo de especies entre las que se encuentran
algunas descritas como patégenos de meldn, col china y pepino (Woudenberg et al., 2013),
aunque sin un alto valor de soporte que permita identificarlas directamente, por lo que se
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denominaron Alternaria sp3. El ultimo aislado se agrup6 con Alternaria multiformis (valor
de soporte 77), evidenciando una separacion de Alternaria atra, conocido como patégeno de
plantas como las Solanaceas, y por el potencial control biol6gico sobre B. cinerea (Ronseaux,
Clément y Barka, 2013), por lo que fue identificado como Alternaria multiformis (Figura 3).
Finalmente, dos aislados fueron agrupados en la seccion Infectoriae, que se caracteriza por
especies saprofiticas posiblemente alergenas para humanos como Alternaria infectoria, la
cual es enddfita del trigo (Silva et al., 2014). Uno de ellos agrupado entre Alternaria slovaca
y Alternaria ethzedia, por otro lado, el segundo aislado se agrupo en el exterior del clado
Infectoriae, ambos fueron identificados como Alternaria sp2 y Alternaria spl
respectivamente.

Debido a la amplitud del género y a las descripciones disponibles (Woudenberg et al., 2012)
se pudo confirmar parcialmente las secciones, Alternaria sp3 posee conidias pequefias,
septadas y ovoides con una base estrecha, la morfologia de la colonia en APD era similar a
Alternaria multiformis, presentando una apariencia pilosa de color obscuro con bordes
definidos color grisaceo, lo que se condice con lo reportado para la secciéon Ulocladioides
(Woudenberg et al., 2012) .Los aislados de la seccién Alternata presentaban conidias
elipsoides, agudizadas hacia el final, septadas con una ligera compresion entorno a la septa.
Debido a la informacién colectada, este género no fue seleccionado para las pruebas de
competencia.

Pleosporaceae. Los géneros Bipolaris y Exserohilum pertenecen a la familia Pleosporaceae,
y debido a la disponibilidad de referencias de secuencias de referencia con la nomenclatura
mas reciente, fueron estudiados en conjunto. En ambos géneros se analizaron secuencias de
las regiones ITS, LSU, GPDH y BenA (Hernandez-Restrepo et al., 2018). Las especies de
ambos géneros se agruparon en clados separados y los aislados fueron identificados como
Exserohilum rostratum y Bipolaris cynodontis, respectivamente, apoyado por un robusto
valor de soporte (66 y 100, respectivamente) (Figura 4).

En medio APD, ambas colonias presentaron un crecimiento piloso, grisaceo, con sectores de
micelio algodonoso blanco o negro. En E. rostratum fue posible visualizar conidias
elipsoides a subcilindricas, rostradas, moderadamente curvas, de color pardo olivéceo claro,
con la punta y el apice delimitados por un septo (Figura 4), lo que se condice con las
descripciones de la especie en la literatura (Manamgoda et al., 2014; Hernandez-Restrepo et
al., 2018).

E. rostratum y B. cynodontis son considerados patogenos “cross-kingdom” de plantas y
humanos, por ejemplo, generando manchas foliares en pastos y otras Poaceae, con la
capacidad, a su vez, de cambiar de huésped a humanos u otros animales, en donde producen
micosis subcutaneas (Sharma et al., 2014; Nath et al., 2015).

Debido a la informacién colectada, ninguno de estos géneros fue seleccionado para las
pruebas de competencia.
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Exserohilum rostratum strain FVMR 11392 -
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Figura 4. A. Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes de las
regiones ITS, LSU, GPDH y BenA de 19 especies de Bipolaris y Exserohilum con
Porocercospora seminalis como outgroup. El arbol filogenético se construyé usando el
protocolo Maximum likelihood, realizando una prueba de bootstrapping con 1000
réplicas. El valor de Bootstrap es indicado en los nodos. B: Conidias de Exserohilum
rostratum. C: Exserohilum rostratum. D: Bipolaris cynodontis. Ambos en medio de
crecimiento APD después de 14 en oscuridad continua a 22 °C.
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m. Corresponde a un género cosmopolita de hongos Ascomycota reportados como

patogenos tanto de humanos como de plantas. La mayoria se encuentran como
microorganismos de vida libre en el suelo y se caracterizan por tener conidias con forma de

banana.

De acuerdo con su reclasificacion mas reciente el andlisis filogenético fue realizado

utilizando secuencias concatenadas de las regiones ITS, LSU y TEF1 (Crous et al., 2021).

A

57 | Fusarium begoniae

Fusarium sororula
Fusarium mexicanum
Fusarium bulbicola
— Fusarium ananatum
—— Fusarium succisae
Fusarium temteratum
Fusarium sterilihyposum
Fusarium tupiense
Fusarium konzum
Fusarium fracticudum

g  Fusarium parvisorum
| Fusarium bactridioides
44 L Fusarium circinatum
—— Fusarium curvatum
Fusarium cugenangense
Fusarium inflexum
Fusarium subglutinans

—
0,0050

Fusarium concentricum
Fusarium verticilioides

|

Fusarium redolens BD8C
L——— Fusarium redolens

35

Fusarium tricinctum

92 ||Fusarilm scirpi BC5L |

L Fusarium scirpi

Fusarium graminearum
Fusarium pseudograminearum
73 Fusarium sambucinum

0020

Figura 5. Ay D. Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes

ITS,
outgr
likeli

LSU y TEF1, de 90 especies de Fusarium utilizando Cyanonectria buxi como
oup. Los arboles filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum
hood, realizando una prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de

Bootstrap es indicado en los nodos. B y C. Clamidosporas de Fusarium scirpi. E-F.
Fusarium scirpi y Fusarium redolens, respectivamente, en medio APD después de 14 dias

en os

Se ident

curidad continua a 22 °C.

ificaron 2 especies (Figura 5), Fusarium scirpi con un alto valor de soporte (92) que

corresponde a un hongo principalmente encontrado en restos de material vegetal muerto
(Burgess et al., 1985) y recientemente estudiado por la capacidad de algunas cepas de
producir nanoparticulas de plata con utilidad en el control de enfermedades bacterianas en
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humanos (Rodriguez-Serrano et al., 2020). Por otro lado, se identificé con bajo soporte a
Fusarium redolens, hongo reportado como fitopatdgeno atacando guisantes, garbanzos, trigo
y un amplio rango de hospederos con distintos niveles de patogenicidad causando lesiones
y/o decoloraciones en raices, corona y brotes (Esmaeili Taheri et al., 2011). Adicionalmente,
ha sido reportada como endofita de Fritillaria unibracteata var. wabuensis, con potencial en
la industria biomédica por su produccion de alcaloides utilizados en la medicina oriental (Pan
etal., 2015).

En medio APD ambas colonias presentaron un crecimiento blanquecino palido a hialino, con
bordes que no alcanzaban la placa, en F. scirpi fue posible visualizar clamidosporas
anaranjadas globosas a sub-globosas de color pardo anaranjado, las que les confieren el
mismo color a secciones del micelio, y se condicen con la descripcion original de la especie
(Burgess et al., 1985).

Debido a su condicion de patdgeno de plantas, ninguna especie de Fusarium fue seleccionada
para las pruebas de competencia.

Epicoccum. Corresponde a un género de hongos endéfitos ampliamente distribuido de
Ascomycota, los que cominmente se encuentran en el aire, suelo, plantas y agua. Su relacion
con las plantas puede ser de 3 tipos; endofitos, los que podrian ser potenciales ACB;
patogeénicos, los que le generaran una enfermedad a la planta; y saprofitos (Taguiam et al.,
2021). Para el caso de este grupo de aislados se utilizaron secuencias concatenadas de las
regiones ITS, LSU y BenA (Chen et al., 2017b). Las observaciones morfoldgicas sobre los
aislados confirmaron el género, la presencia de conidias epicoccoides, las que corresponden
a fragmosporas multicelulares, sub-globosas a piriformes, de color pardo (Figura 6, B). Por
otro lado, los aislados en medio APD presentaron tincion del medio y secrecién de
metabolitos secundarios (Figura 6, C-E).

Desde los seis aislados categorizados como Epicoccum, se identificaron dos especies (Figura
6, A). Un aislado corresponde a Epicoccum layuense, un hongo endofito estudiado como
potencial ACB contra Phaemoniella chlamydospora y Phaeoacremonium minimum en vides
(del Frari et al., 2019), pero que en los ultimos afios se ha reportado en China como patégeno
de plantas causando manchas foliares (Chen et al., 2020; Chen, Li y White, 2020).
Adicionalmente, cinco aislados fueron identificados como Epicoccum italicum agente causal
de mancha foliar en feijoa (Acca sellowiana) (Chen et al., 2017b). Se observaron diferencias
morfoldgicas entre los dos aislados agrupados por separado con un valor de soporte de 65, lo
que sugiere que podria tratarse de una nueva especie o cepa de E. italicum (Figura 6).
Ambas especies de Epicoccum fueron seleccionadas para las pruebas de competencia
(Cuadro 6).
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5 Epicoccum lsyuense FD2A1

94 KY742108.1 Epicoccum layuens e voucher LC:8158
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l Epicoccum italicum FD3C I
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| Epicoccum italicumBC 47
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Epicoccum italicum BCBA

KY742113.1 Epicoccum poae voucher LC:8160
49‘|i421 14.1 Epicoceum pose voucher LC:8161
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69 KY742112.1 Epi nigrum voucher LC:8159
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FJ426896.1 Epicoccum nigrum s rain CBS 125.82

KY742110.1 Epi nigrum voucher LC:8157

= FJ426996.1 Epi nigrum srsin CBS 173.73

KY742109.1 Epicoccum nigrum voucher LC:5180

KY742111.1 Epicoccum nigrum voucher LC:8158

Figura 6. A: Secciones del arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los
genes ITS, LSU y BenA de 17 especies de Epicoccum utilizado Leptosphaeria doliolum
como outgroup. Los arboles filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum
likelihood, realizando una prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de
Bootstrap es indicado en los nodos. B: Conidias epicoccoides de Epicoccum italicum. C-
E: Epicoccum italicum FD3C, Epicoccum italicum BC4F y Epicoccum layuense,
respectivamente, en medio APD después de 14 dias en oscuridad continua a 22 °C.

Sordaria. Morfologicamente, el género Sordaria se caracteriza por tener ascosporas de
paredes delgadas, en peritecios de variados colores y por un rapido crecimiento (Cai, Jeewon
y Hide, 2006). El aislado obtenido presentd peritecios de color negro y una tincion del medio
de color grisaceo palido. Para la identificacion del aislado del género Sordaria spp se realizo
un analisis filogenético de las secuencias de las regiones ITS, LSU y BenA (Cai, Jeewon y
Hide, 2006) se encuentra ampliamente distribuido en el mundo produciendo su forma sexual
en excrementos de herbivoros y como enddfito de plantas (Newcombe et al., 2016).
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Adicionalmente, se ha considerado como candidato ACB para “Dumping-off” en cereales
causado por Fusarium graminearum con resultados prometedores (Er, 2020).
Sordaria fimicola fue seleccionado para las pruebas de competencia (Cuadro 6).

Neurospora terricola strain CBS 298.63

Sordaria alcina strain CBS 109460

Sordaria fimicola strain CBS 508.50

Sordaria fimicola BC1C

99 || Asordaria sibutii strain CBS 768.96

i Sordaria lappae strain CBS 154.97

Sordaria superba strain CBS 784.96

0.0020

Figura 7. A. Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS,
LSU y BenA de 32 especies de Sordaria utilizando Lasiosphaeris hispida como outgroup.
Los arboles filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum likelihood,
realizando una prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es
indicado en los nodos. B: Sordaria fimicola en medio APD después de 14 dias en
oscuridad continua a 22 °C

Chaetomium. El aislado clasificado en este género presentd peritecios negros visibles
morfologicamente y micelio hialino creciendo a ras del medio confirmando la descripcion en
la literatura para el género (similar a Sordaria). Posteriormente, los resultados del analisis
filogenético utilizando secuencias de las regiones ITS, LSU y BenA (Asgari y Zare, 2011)
indicaron la presencia de Chatomium elatum, un hongo ampliamente distribuido que genera
relaciones simbioticas con paltos, siempre que las condiciones sean favorables, de lo
contrario podria generar patogenicidad (Violi et al., 2007).

Chaetomium elatum fue seleccionado para las pruebas de competencia (Cuadro 6).
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A Chaetomium elatum BC3B
Chaetomium elatum strain C29

85 | Chaetomium elatum strain C97

Chaetomium rectangulare strain C35
o7 | Chaetomium rectangulare strain C104
Chaetomium elatum strain C75

Chaetomium coarctatum strain C72

Chaetomium subaffine strain C24
o5 |_]— Chaetomium undulatulum strain C30
ol Chaetomium undulatulum strain C78

97 | Chaetomium interruptum strain C31
20 Chaetomium interruptum strain C80
2 | Chaetomium interruptum strain C23

77 Chaetomium grande strain C57
L haetomium madrasense strain C36
18 Chaetomium megalocarpum strain C69
93 ' Chaetomium megalocarpum strain C81

Chaetomium cruentum strain C88

|
2
Figura 8. A: Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS,

LSU y BenA de 21 especies de Chaetomium y Achaetomium strumarium como outgroup.
Los arboles filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum likelihood,
realizando una prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es
indicado en los nodos. B: Chaetomium elatum, en medio APD después de 14 dias en
oscuridad continua a 22 °C.

Aspergillus. Corresponde a un género de hongos cosmopolitas, con un amplio rango de
sustratos, aunque la mayoria de las especies son saprofitas. Varias de las especies tienen
impactos econémicos en humanos debido a que ocasionan enfermedades tanto en plantas de
interés agricola, produciendo pudriciones en vides y otras especies, como en humanos,
produciendo aspergilosis.

El analisis filogenético fue realizado utilizando secuencias de la regién ITS (Visagie y
Houbraken, 2020). Los aislados se agruparon dentro de dos especies diferentes, mas no fue
posible identificarlas, se espera que en analisis posteriores utilizando regiones génicas
adicionales puedan ser identificadas a nivel de especie (Figura 9).

Las colonias presentaron una morfologia similar entre si en medio APD, con un micelio
hialino a ras del medio, fuertemente esporulado con conidias negras. En Aspergillus sp.
procedente de bayas se pudo observar sectores de micelio aéreo blanco-grisaceo, lo que es
coherente con las descripciones realizadas en literatura (Samson et al., 2014).

Las especies obtenidas del género Aspergillus no fueron seleccionadas para las pruebas de
competencia.
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Figura 9. A: Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de la region génica
ITS, de especies de Aspergillus y Aspergillus palidotulvus como outgroup. Los arboles
filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum likelihood, realizando una
prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es indicado en los nodos.
B-C: Aspergillus sp. encontrado en flores y bayas respectivamente, en medio APD
después de 14 dias en oscuridad continua a 22 °C.

Penicillium. Este género contiene 354 especies definidas hasta 2014 (Visagie et al., 2014).
Es uno de los hongos mas comunes teniendo diversos habitats, entre ellos, el suelo, la
vegetacion, aire interior y exterior, asi como productos alimenticios. Algunas especies causan
pudriciones devastadoras tanto en pre como en post cosecha en variadas especies vegetales
cultivadas (Visagie et al., 2014). En vides y debido a la diversidad de especies del género
que son patogénicas, esta establecido Penicillium spp. como agente causal de enfermedades
como la pudricion del racimo y la pudricién acida (Acufia et al., 2010).

Recientemente se ha reconocido a miembros dentro de este género con cualidades
agrondmicamente atractivas, como inductores de crecimiento, los que potencialmente
pueden ser desarrollados como biofertilizantes (Hyde et al., 2019).

Los aislados de Penicillium colectados presentaron estipites septados, conidiéforos con
maultiples niveles de ramificaciones. En medio APD las colonias tenian aspecto de polvillo
con colores entre verde palido a verdeazulado o blanco a blanco grisaceo para el caso de
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Penicillium jhanthinellum y con presencia de micelio aéreo en Penicillium sp., lo que
coincide con las descripciones morfoldgicas del género (Visagie et al., 2014) (Figura 10).
Para un acercamiento filogenético inicial se realiz6 un anélisis utilizando secuencias
concatenadas de las regiones ITS, BenA'y CaM (Houbraken et al., 2014; Visage et al., 2014)
identificAndose 15 aislados en 6 especies: Penicillium glabrum, hongo cominmente
contaminante de comida que actualmente se estudia por el interés en producir enzimas
xylanoliticas (Knob et al., 2013); Penicillium crocicola, reportado en vides en Iran
(Houbraken et al., 2014); Penicillium polonicum y Penicillium expansum, ambos
encontrados en bayas de uva vinifera en Eslovaquia (Santini et al., 2014); Penicillium
jhanthinellum, algunos aislados pueden reducir la toxicidad por cadmio (Khan et al., 2013).
Finalmente, dos aislados provenientes de flores en ambos predios, no fueron agrupadas en
un clado con suficiente soporte, por lo que se identificaron como Penicillium sp., las especies
filogenéticamente cercanas a estos aislados, como Penicillium hordei, son atractivas para la
industria biotecnoldgica por su produccion de metabolitos (Overy y Blunt, 2004) (Figura 11).
Existe una predominancia de aislados de P. crocicola en las bayas de la region Metropolitana
y de P. expansum en las bayas de la region de O’Higgins.

Ninguna especie del género Penicillium fue seleccionada para las pruebas de competencia.
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Figura 10. Conidioforos de las especies de Penicillium colectadas en este estudio. A-C.
Conidioforos monoverticilados correspondientes a P. crocicola. D. P. expansum y H. P.
glabrum. E. conidioforo tetraverticilado correspondiente a P. crocicola. F. Conidioforos
biverticilados correspondientes a Penicillium sp. y G. Conidioforos quaterverticilados
correspondientes a P. expansum.
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Penicilium crustosum strain CBS 115503
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97 1 Penicillium pulvis strain DTO 180-B7

L penicilium pulvis strain DTO 180-G2
Penicilium bussumense strain DTO 018-B2
Penicillium glabrum strain DTO 17819
Penicilium glabrum strain DTO 174-D9
Penicillium glabrum strain DTO 057-B4

. Penicillium glabrum strain DTO 154-A1
|Penicilium glabrum FC11C |

Penicilium glabrum strain DTO 154-H3
Penicilium glabrum strain DTO 266-A8

Penicilium glabrum strain DTO 155-C8

Penicilium glabrum strain DTO 180-F8

Figura 11. Arboles filogenéticos elaborados con secuencias concatenadas de los genes ITS,
CaM vy BenA de A, B. 15 especies de la seccidon Aspergilli y P. expansum como outgroup
C. 35 especies de Penicillium con Aspergillus itaconicus como outgroup. Los arboles
filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum likelihood, realizando una
prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es indicado en los nodos.
D-I: Placas con colonias de las especies de Penicillium colectadas en este estudio en medio
APD después de 14 dias en oscuridad continua a 22 °C. D: P. crocicola , E: P. glabrum,
F: P.polonicum , G: Penicillium sp., H: P. expansum, I: P. jhanthinellum.
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Talaromyces pinophilus strain CBS5631.66 55 | Talaromyces assiutensis strain CBS 147 78

'—— Talaromyces liani strain CBS 25 66
= s Talaromyces trachyspermus strain CBS373.48

Talaromyces galapagensis FD1D |

\— Talaronyces ucrainicus strain CBS 162.67

Talaromyces galapagensis strain CBS751.74

Talaromyce s angelicus stmin CNU 100013 Talaromyces atroroseus strain CB5133442

Talaromyce s s awlitensis sirain DTO 245H1 Talaromyces udagawae strain CBS579.72

Talaromyces murci strain CBS 756.96 o \_[lTaJaromyms minioluteus BDSA
58

Talaromyces aurantiacus BC 1D

Talaromyces minioluteus strain CBS 642.68

100 I Talaromyce s aurantiacus strain CBS 314.59

Figura 12. A: Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS y
BenA de 88 especies de Talaromyces y Trichocoma paradoxa como outgroup. Los arboles
filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum likelihood, realizando una
prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es indicado en los nodos.
B-D: Talaromyces pinophilus, Talaromyces aurantiacus y Talaromyces minioluteus,
respectivamente, en medio APD después de 14 dias en oscuridad continua a 22 °C.

Talaromyces. Para el andlisis filogenético de este género se utilizaron secuencias
concatenadas de las regiones ITS y BenA (Yilmaz et al., 2014). Sus caracteristicas
morfolégicas no permitieron la distincion con aislados pertenecientes a Penicillium,
apreciandose un micelio con un crecimiento a ras de placa, aterciopelado y de color verde en
diferentes tonalidades. La tincion del medio APD durante su crecimiento sugirié la
produccion de metabolitos secundarios por parte de estos aislados (Figura 12).

Se identificaron 3 especies con un alto valor de soporte: Talaromyces aurantiacus (100),
Talaromyces pinophilus (93), el cual ha mostrado actividad antagonista contra B. cinerea 'y
efectos promotores de crecimiento en plantas de arroz (Sun et al., 2020), y Talaromyces
minioluteus (89), hongo que ha sido encontrado en diferentes frutas y vegetales que
recientemente ha sido reportado como patdgeno de postcosecha sobre frutas comerciales en
Serbia (Stosi¢ et al., 2020).

Un cuarto aislado se agrup6 con T. galapagensis pero debido a un valor de soporte de 33, no
fue posible identificar con precision su pertenencia a una especie determinada. Esto podria
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indicar la presencia de una especie cercana a T. galapagensis 0 que corresponde a una cepa
distinta del mismo hongo.
Solo Talaromyces pinophilus fue seleccionado para las pruebas de competencia (Cuadro 6).

Cladosporium. De acuerdo con la literatura, es un género de hongos comdnmente presente
en plantas, de vida libre en el suelo, aire, comida y otros materiales organicos de gran interées
para la industria biotecnoldgica por su capacidad de producir metabolitos secundarios
(Salvatore et al.,, 2021). Adicionalmente, pueden ser colonizadores secundarios en
infecciones causadas por otros patégenos en plantas e hiper-parasitar otros hongos y
morfolégicamente se caracterizan por colonias aterciopeladas, pequefias conidias
concatenadas, limiformes a ovaladas (Bensch et al., 2012). Para el analisis filogenético se
utilizaron secuencias concatenadas de las regiones ITS y TEF (Bensch et al., 2012; Bensch
et al., 2018), Los aislados obtenidos presentaron coherencia con la descripcién morfoldgica
del género observandose en APD colonias aterciopeladas, pardas de bordes oscuros con
conidias concatenadas y limiformes (Figura 13).

El andlisis filogenético permitio identificar a Cladosporium arthropodii y Cladosporium
australiense, el tercer aislado no fue agrupado con otras secuencias alcanzando un soporte
individual de 66, indicando la presencia de una nueva especie de Cladosporium o una cepa
filogenéticamente divergente.

C. arthropoii fue descrito en 2006, reportado en Nueva Zelanda sobre hojas de Arthropodium
cirratum causando lesiones en conjunto con Alternaria spp. (Braun, Hill y Schubert, 2006).
C. australiense fue aislada sobre Eucalyptus moluccana en Australia (Bensch et al., 2010).
En vides chilenas es comudn ver reportes de C. herbarum como la principal especie
identificada de Cladosporium (Acufia, 2010), sin embargo, en este estudio no fue posible
aislar esta especie, adicionalmente, la literatura clasifica a C. herbarum dentro de un
complejo de especies con el mismo nombre (Bensch et al., 2012), lo que podria indicar que
las especies reportadas en Chile podrian corresponder a otras especies relacionadas a C.
herbarum.

Ninguna especie del género Cladosporium fue seleccionada para las pruebas de competencia.
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A 471|—| Cladosporium arthropodii BC4D
Cladosporium arthropodii cutture CBS:124043
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Figura 13. Ay B: Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes
ITS y TEF de 69 especies de Cladosporium con Cladosporium salinae como outgroup.
Los arboles filogenéticos se construyeron utilzando el protocolo Maximum likelihood,
realizando una prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es
indicado en los nodos. B-E: Cladosporium australiense, Cladosporium sp. y
Cladosporium arthropodii, respectivamente, en medio ADP. F-G: conidias de
Cladosporium arthropodii. en medio APD después de 14 dias en oscuridad continua a 22
°C.

Diplodia. Para el analisis filogenético de este género se utilizaron secuencias de la region
ITS obtenidas de la literatura. Se identifico al aislado como Diplodia seriata.
Morfolégicamente present6 un micelio aéreo algodonoso y un color grisaceo, lo que coincide
con las descripciones de Diplodia (Yang et al., 2017) (Figura 14).
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Diplodia seriata, en conjunto con otros hongos de la familia Botryosphaeraceae causan la
enfermedad en la madera de vides descrita como “Botryosphaeria dieback” (Giingor y Yildiz,
2021), por lo que no fue seleccionada para las pruebas de competencia.

NR111151.1 Diplodia seriata CBS 112555

95

HQ392711.1 Diplodia seriataisolate FF151-1

Diplodia seriata BCED

% KF766160.1 Diplodia scrobiculata sfrain CBS 118110

KX464094.1 Diplodia sapinea culture CBS:109726

NR111445 .1 Diplodia intermedia CBS 124462

—— KX464102.1 Diplodia scrobiculata culture CBS:113297

NR172293 1 Diplodia agrifolia CBS 132777

AY259090.1 Diplodia corticola strain CBS 112546

—_
0,0050

Figura 14. A: Arbol filogenético elaborado con secuencias de la region ITS de 6 especies de
Diplodia y Diplodia corticola como outgroup. Los arboles filogenéticos se construyeron
usando el protocolo Maximum likelihood, realizando una prueba de bootstrapping con
1000 réplicas. El valor de Bootstrap es indicado en los nodos. B: Diplodia seriata en
medio APD después de 14 dias en oscuridad continua a 22 °C.

55 Pestalotiopsis hawaiiensis FC 1A

Pestalotiopsis hawaiiensis strain CBS 114491
Pestalotiopsis anacardiacearum strain IFRDCC 2397
Pestalotiopsis arengae strain CBS 331.92

- I: estalotiopsis diversiseta strain MFLUCC 12-0287
31 Pestalotiopsis arceuthobii strain CBS 434.65

—

0010
A

Figura 15. A. Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS y
TEF1 de 68 especies de Pestalotiopsis y Neopestalotiopsis saprophyta como outgroup.
Los arboles filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum likelihood,
realizando una prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es
indicado en los nodos. B. Vista macroscopica de P. hawaiiensis en medio APD después
de 14 dias en oscuridad continua a 22 °C se observan conidiomatas globosos, negros y
semi-inmersos, secreciones de metabolitos secundarios y micelio blangquecino.
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Pestalotiopsis. El analisis filogenético fue realizado mediante la concatenacion de secuencias
de las regiones ITS y TEF1, incorporando las secuencias de la revisibnmas reciente del
género (Maharachchikumbura et al., 2014) y afiadiendo secuencias de especies descritas
posteriormente (Ariyawansa y Hyde, 2018). Se identifico al aislado como Pestalotiopsis
hawaiiensis con un valor de soporte de 55 (Figura 15 A), debido a que la descripcion de la
especie es concordante con la morfologia del hongo, observandose un micelio de color
blanquecino y margenes ondulados, con conidiomas negros, semi inmersos, globosos y
solitarios (Figura 15, B).

Algunas especies de este género estan descritas como hongos fitopatdgenos causando
pudriciones foliares y en frutos de Syzygium samarangense, P. hawaiiensis fue aislado desde
Leucospermum sp. cv. ‘Coral” en Hawaii, USA (Maharachchikumbura et al., 2014).
Pestalotiopsis hawaiiensis no fue seleccionado para las pruebas de competencia.

Trichoderma. Este género es uno de los més estudiados en micologia, debido a sus multiples
beneficios en la industria agricola y biotecnolégica, ya que la mayoria de sus especies pueden
hiper-parasitar a otros hongos y actuar como promotores de crecimiento en plantas
(Contreras-Cornejo et al., 2009; Druzhinina et al., 2011). Hasta 2021 se encuentran 375
especies validadas (Cai y Druzhinina, 2021). Sin embargo, la identificacion esta limitada por
las bases de datos con secuencias taxonémicamente actualizadas y validadas para cada una
de las especies informadas. Para el andlisis filogenético se utilizaron secuencias concatenadas
de las regiones ITS, RPB2 y TEF1 (Zheng et al., 2021).

Morfolégicamente las colonias de los aislados obtenidos en APD fueron similares,
presentando conidiéforos con fialides lanceoladas dispuestas en forma de pino, con conidias
de color verde, globosas y lisas. La mayoria de los aislados colonizo6 el medio en menos de 7
dias a 22°C, las colonias en placas poseian un micelio fibroso, blanco hialino o verde, con
sectores flocoso verdes a amarillos. Se destaco el cambio de la coloracion del medio ADP
durante el crecimiento de los aislados, sugiriendo la presencia de metabolitos secundarios.
Particularmente, se observé una tincion de color negro y dorado en Trichoderma gamsii
(Figura 16).

Dentro de las especies identificadas se encuentran; Trichoderma virens, especie que ha sido
formulada comercialmente como un biofungicida, y ha sido encontrada en Estados Unidos,
Canada y México tanto en agroecosistemas como en ecosistemas no intervenidos (Sanchez
et al., 2012); Trichoderma atroviride, un muy estudiado agente de biocontrol (Zeilinger y
Gruber, 2014), Trichoderma gamsii, hongo enddéfito de lentejas, promotor de crecimiento y
ACB (Rinu, Sati y Pandey, 2013); y Trichoderma guizhouense, especie criptica del clado
Harzianum, que presenta alta actividad de micoparasitismo y se ha estudiado por su
capacidad como promotor del crecimiento en plantas (Xu et al., 2020).

Adicionalmente, se clasificaron 5 aislados como Trichoderma spl-5, al no poder ser
clasificados. A diferencia de lo descrito para Alternaria, los aislados no identificados de
Trichoderma no se agruparon en un clado o con mas especies, por lo que se presume de que
se trata de nuevas especies, 0 especies que no estaban consideradas en la base de datos
utilizada para el analisis filogenético (Figura 16).

Dos aislados presentaron politomia filogenética, por lo que fueron identificados como
Trichoderma sp6 y Trichoderma sp7.
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Todos los aislados del género Trichoderma fueron seleccionados para las pruebas de
competencia (Cuadro 6).

A

Trichoderm a virens strain DIS 162
Trichoderma virens strain GJS 01-287
Trichoderma crassum strain GJS 01-227
Trichoderm a neocrassum strain DAOM 164916
Trichoderma crassum strain DAOM 164816
Trichoderma virens strain DIS 3284
Trichoderm a strictipile strain C P K. 1601
Trichoderma aureoviridis strain C.P.K. 2848

L 100 * Trichoderma aureoviride voucher HMAS 266607

Trichoderma tom entosum strain CBS 120637

0.050
40 Trichoderma paratroviride culture CBS:136489

7 I Trichoderma paratroviride strain S489
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Trichoderma atroviride strain TRS26
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" Trichoderma atroviride strain CBS 119499
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Trichoderma viride strain TRS575
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Trichoderma gamsii BDT1 I
Trichoderma gamsii strain GJS 04-09
H— Trichoderma sp7 BD10A |

(— Trichoderma hispanicum strain $453

| Trichoderma sp6 FDT1__|

— I richoderma sp5 BDE? |

Trichoderma scorpioideum strain YMF 1.04616

4 Trichoderma inconspicuum strain YMF 1.04623
9<{Trichocferma paraviridescens strain Hypo 372

Trichoderma paraviridescens strain S36

-
5

Trichoderma sempervirentis strain S599
?' Trichoderma sempervirentis strain S601
Trichoderma viridescens strain S452
Trichoderma viridescens strain S1
3a| | Trichoderma asymetricum strain YMF 1.04618
Trichoderma viridialbum strain G.J.S. 07-145 ’ —
% | Trichoderma viridialbum strain S177
Trichoderma viridialbum strain $250
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Continua...
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49 Trichoderma longipile strain CBS 120953
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Figura 16. A-D: Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS,
TEF y RPB2 de 63 especies de Trichoderma y Protocrea farinosa como outgroup. Los
arboles filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum likelihood,
realizando una prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es
indicado en los nodos. E-N: Estructuras reproductivas y crecimiento en medio APD de E:
Trichoderma virens. F: Trichoderma atroviride. G: Trichoderma gamsii. H: Trichoderma
sp.5. I: Trichoderma sp.6. J: Trichoderma sp.4. K: Trichoderma sp.1. L: Trichoderma
guizhouense. M: Trichoderma sp.2. N: Trichoderma sp.3, respectivamente en medio APD
después de 14 dias en oscuridad continua a 22 °C.
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Rhizopus. Los aislados de este grupo fueron los més agresivos en colonizar el medio,
cubriendo rapidamente la placa (tiempo menor a 3 dias). Los aislados fueron recuperados
tanto desde flores como de bayas, y en las dos localidades en estudio. Para el analisis
filogenético se utilizaron secuencias de la region ITS disponibles en la literatura (Abe, Asano
y Sone, 2010). Todos los aislados se identificaron como Rhizopus oryzae, hongo que se ha
reportado participando de pudriciones de postcosecha (Ladaniya, 2008) y en micosis en
humanos (Cabrera-Aguas, et al., 2021) (Figura 17).

Usualmente, la especie de Rhizopus asociada a vides es R. stolonifer (Acufia, 2010), por lo

que es curioso encontrar solo a R. oryzae en todos los campos y estadios, siendo este
primeramente reportado en Frutillas (Mujica y Vergara, 1980)

Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis strain: CB5536.80
A Rhizopus microsporus var. tuberosus strain: CBS113206
Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis strain: CB5343.29
Rhizopus microsporus var. oligosporus strain: CBS338.62
Rhizopus microsporus var. oligosporus strain: CBS337.62
Rhizopus microsporus var. microsporus strain: CBS700.68
Rhizopus microsporus var. microsporus strain: CB5699.68
46 Rhizopus microsporus var. chinensis strain: CB5631.82
\\ Rhizopus microsporus var. chinensis strain: CB5262.28
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Rhizopus azygosporus strain: CBS357.92
Rhizopus azygospaorus strain: CBS357.93
28 Rhizopus homothallicus strain: CB5336.62
Rhizopus caespitosus strain: CBS427 .87

Rhizopus schipperae strain: ATCC 204270
99 ' Rhizopus schipperae
66 Rhizopus aryzae strain: NBRC 4759
Rhizopus oryzae strain: NERC 4810
Rhizopus oryzae strain: CBS 395.34
Rhizopus oryzae strain: CBS 391.34
|| Rhizopus oryzae strain: CBS 120.12
92 | Rhizopus oryzae strain: CBS278.38
Rhizopus oryzae strain: CBS 257 .28
Rhizopus oryzae strain: CBS 330.53
Rhizopus oryzae strain: CBS 127.08
Rhizopus oryzae BDR1
Rhizopus oryzae FCR1
Rhizopus oryzae BDR1
Rhizopus oryzae FDR1
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100 | Rhizopus stolonifer var. reflexus strain.CBS319.35
! Rhizopus stolonifer var. reflexus strain:CB5320.35
51 Rhizopus sexualis var. americanus clone: 340.62-2
79 Rhizopus sexualis var. sexualis clone: 336.39-5
45 Rhizopus stolonifer var. stolonifer strain: CBS 150.83
99 ' Rhizopus stolonifer var. stolonifer strain: CBS 609.82
Phycomyces blakesleeanus strain CBS 286.35
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Figura 17. A: Arbol filogenético elaborado con secuencias de la region ITS de 11 especies
de Rhizopus con Phycomyces blakesleeanus como outgroup. Los arboles filogenéticos se
construyeron usando el protocolo Maximum likelihood, realizando una prueba de
bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es indicado en los nodos. B:
Rhizopus oryzae en medio APD después de 14 dias en oscuridad continua a 22 °C.
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— Bjerkandera albocinerea voucher MV346

Bjerkandera fumosa voucher Dai 21100

o1 Bjerkandera fumosa CLZ-2014 voucher Homble 1900
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Figura 18. A: Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de las regiones
génicas ITS y LSU de 9 especies de Bjerkandera y Ceriporia viridans fue utilizada como
outgroup. Los arboles filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum
likelihood, realizando una prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de
Bootstrap es indicado en los nodos. B: aislado de Bjerkandera adusta en medio APD
después de 14 dias en oscuridad continua a 22 °C.

Bjerkandera. Para la identificacion de este género se utilizaron secuencias de la region ITS
y LSU (Wang et al., 2021). La morfologia del aislado no permitié establecer un género debido
a la ausencia de estructuras reproductivas, el aspecto de la colonia en APD fue blanco,
micelial y con crecimiento aéreo, colonizando la placa en su totalidad en menos de 14 dias.
Aungue con un menor soporte, se identificaron ambos aislados como Bjerkandera adusta
(Figura 18).

Esta especie corresponde a un hongo Basidiomycota asociado a la madera reportado en Chile
en frambuesos y kiwis ocasionando pudricion basal de cafas, raices y muerte del brazo,
respectivamente (Acufia, 2010). Ademas, tiene capacidades de biodegradacién de tinturas
(Heinfling, Bergbauer y Szewzyk, 1997) y bajo ciertos contextos conduce a una reaccion
alérgica en humanos y otros mamiferos (Liu et al., 2014).

Coprinellus. Corresponde a un género de hongos coprofagos que generalmente habitan sobre
estiércol de animales, pertenecientes a Basiodiomycota y al orden de los agaricales,
caracterizados por producir basidiosporas oviformes con una abertura apical en basidiocarpos
con la forma tipica de una seta. Su caracterizacion filogenética se realiz6 a partir de
secuencias de la region ITS (Nagy et al., 2012).
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Figura 19. A: Arbol filogenético elaborado con secuencias de la region ITS de 66 especies
de Coprinellus con Psathyrella leucotephra como outgroup. Los arboles filogenéticos se
construyeron usando el protocolo Maximum likelihood, realizando una prueba de
bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es indicado en los nodos. B-C:
Diferentes fenotipos de Coprinellus domesticus, uno con restos de basidiocarpo, en medio
APD después de 14 dias en oscuridad continua a 22 °C. D: Basidiosporas de Coprinellus
domesticus.

Se identific6 a Coprinellus domesticus en bayas en ambas localidades. Interesantemente, la
morfologia de las colonias fue distinta entre si, C. domesticus BC6F desarrollé un micelio de
apariencia viscosa con margenes medianamente definidos, mientras que el micelio de C.
domesticus BDT3 fue piloso con hifas visibles. Este aislado fructifico en la placa,
permitiendo observar basidioporas. EI micelio desarrollado a partir de las basidiosporas
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present6 una morfologia diferente, siendo un micelio flocoso blanco, con poco micelio aéreo
y de rapido crecimiento, por lo que fue rotulado como C. domesticus BDT3bs y considerado
como un aislado diferente en la prueba de competencia (Figura 19).

Por otro lado, un tercer aislado fue identificado como Coprinellus sp. debido a su agrupacion
en un clado monofilético, lo que podria indicar la presencia de una nueva especie, la
validacion de esta hipdtesis requiere la incorporacion de uno o mas genes “housekeeping” al
andlisis filogenético.

Coprinellus domesticus Bs, proveniente de basidiosporas y Coprinellus domesticus M,
proveniente de micelio, ambos aislados de bayas, fueron seleccionados para la prueba de
competencia (Cuadro 6).

La composicién de la microbiota fungica nos permite obtener un panorama (acotado a la
temporada 2020-2021) de lo que ocurre durante el periodo productivo de la uva de mesa cv.
Thompson Seedless. Las flores estdn acompafiadas principalmente de Arthrinium spp. y
Epicoccum spp. (Cros y Groenewald, 2013; del Frari et al., 2019). como especies endofitas,
gue son patogeénicas en otras especies vegetales, asi como Alternaria spp. y Penicillium spp.
que son principalmente patogénicas. Por otro lado, en bayas se evidencia un aumento de la
diversidad y riqueza de especies considerable (Cuadro 4), donde se identificaron especies
patdgenas de madera como Bjerkandera adusta y Diplodia seriata, lo que posiblemente
indica la presencia de plantas enfermas en el huerto. Adicionalmente, desde las bayas fue
posible recuperar especies endofitas de Fusarium (Crous et al., 2021), asi como especies
cuyo nicho no son las bayas como Coprinellus domesticus (Nagy et al., 2012), e incluso
Chaetomium elatum, saprofito de vida libre en el suelo (Violi et al., 2007), dando a entender
que las bayas de uva de mesa contribuyen a una parte del ciclo biolégico de muchos hongos,
los que pueden ser beneficiosos para la planta.

Al respecto de los hongos potencialmente patégenos, solo una especie de Rhizopus ha sido
encontrada (Rhizopus oryzae) y previamente no estaba descrita (Acufia, 2010), por otro lado,
las especies de Aspergillus fueron diferentes entre estadios fenolégicos y se recuperaron
especies patogenas “Cross Kingdom” capaces de infectar plantas y humanos; Bipolaris
cynodontis y Exserohilum rostratum (Sharma et al., 2014; Nath et al., 2015), lo que debe
considerarse para la inocuidad de los alimentos.
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Evaluacion de la capacidad de competencia.

La evaluacion de la capacidad de competencia se realizo utilizando 26 aislados de los
distintos géneros seleccionados, los que fueron sometidos a pruebas de crecimiento dual con
aislados de B. cinerea resistente a fenhexamid, boscalid y sensible absoluto. Se midio el
crecimiento radial de las colonias y se calcul6 el porcentaje de inhibicion de crecimiento
radial PICR (%) que ejercen los aislados sobre cada cepa de B. cinerea. (Cuadro 6).

Para el caso de los aislados, para Epicoccum italicum y en menor medida de Epicoccum
layuense, se observo un halo de inhibicidn, restringido a un area del medio APD coloracion
anaranjada entorno a la colonia del hongo que impedia el crecimiento de todos los aislados
de Botrytis cinerea evaluados. EI cambio de coloracion en el medio probablemente esté
asociado a la produccién de metabolitos secundarios (del Frari et al., 2019). Sin embargo,
ninguno de estos aislados fue capaz de inhibir el crecimiento de Botrytis en el resto de la
placa, por lo que su PICR fue negativo (<-30%) en todos los casos. Este resultado es
contrastante a lo reportado para E. layuense, sobre el que se demostré6 PICR de
Phaeomoniella chlamydospora >70% (Frari et al., 2019) debido a varios factores, entre ellos,
que la capacidad de biocontrol puede diferir entre aislados de la misma especie y que P.
chlamydospora es un hongo de la madera, por lo que su habito de crecimiento difiere de B.
cinerea (Figura 20).

Sordaria fimicola fue la Unica especie no perteneciente al género Trichoderma que presento
un PICR positivo (22,12%). En contraparte, Chaetomium elatum, no logré un PICR positivo,
a pesar de lo expuesto anteriormente donde se postulaba a este hongo como benéfico en paltos
(Violi, et al., 2007) (Cuadro 6).

Uno de los aislados del género Coprinellus fructificd en la placa (Figura 19 A), permitiendo
recuperar basidiosporas y micelio desarrollado a partir de éstas. Este micelio proveniente de
basidiosporas fue evaluado bajo el codigo BDT3bs. Aunque no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas, el aislado obtenido desde basidiosporas gener6 un PICR
mayor que el obtenido desde el micelio (-25,2% y -30,5%, respectivamente) lo que sugiere
que el micelio proveniente de basidiosporas puede tener un crecimiento acelerado o un
sistema de defensa con mejor desempefio, con el fin de asegurar su supervivencia, a
diferencia del micelio maduro capaz de fructificar. Los aislados de los géneros Coprinellus,
Arthrinium y Microthesium obtuvieron un PICR menor al del testigo (>-30%), sin embargo,
colonizaron alrededor de la mitad de la superficie de la placa y restringieron el avance de
Botrytis cinerea sobre su espacio.

El género Trichoderma (aislados: bdtl, bct3, bct2 y bdt4) fue el Gnico que inhibid
significativamente a Botrytis cinerea, coherente a la informacién reportada en literatura
(Dennis y Webster, 1971; Contreras-Cornejo, 2009; Thambulaga et al., 2020).

En general los aislados se comportaron de manera similar, independiente de su especie,
inicialmente se aprecio un rapido crecimiento radial del organismo evaluado como ACB,
hasta alcanzar el limite de avance de crecimiento B. cinerea. Entonces, Trichoderma invadié
el area de crecimiento de B. cinerea, rodeandola o deteniendo su crecimiento completamente,
sugiriendo un modo de control por competencia de recursos (Figura 12).

Finalmente, se evidencio una diferencia significativa en la efectividad del controlador hacia
cada aislado de Botrytis cinerea estudiado. Interesantemente, aquellos aislados con pérdida
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de sensibilidad a fenhexamid como a boscalid demostraron ser significativamente menos
inhibidos que la cepa sensible absoluta (Cuadro 5).

Cuadro 5. Prueba de comparaciones mdltiples de Tukey entre el promedio del PICR
efectuado por todos los aislados sobre diferentes cepas de Botrytis cinerea resistentes a
fungicidas de interés comercial.

Cepa de B. cinerea PICR (%)

Resistente a fenhexamid -3,3 A
Resistente a boscalid -2,6 A
Control sensible 8,69 B

Letras diferentes entre medias indican diferencias
estadisticamente significativas a la prueba Tukey (p-valor <0,05)
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Cuadro 6. Resultados de la prueba de comparaciones multiples de Tukey del PICR (%) de
distintas especies de hongos encontrados en vides hacia Botrytis cinerea.

Nombre cientifico Cepa PICR(%)

Talaromyces pinophilus BC5B  -388 A

Epicoccum italicum FC10A3 -37,8 A

Epicoccum italicum FC10A1 -348 A

Epicoccum italicum FD3C -332 A

Chaetomium elatum BC3B -32,7 A

Epicoccum italicum BC4F 314 A

Coprinellus sp. BDT3m -305 A B

Epicoccum italicum BClIA -278 A B

Epicoccum italicum BC6A -263 A B C

Epicoccum layuense FD3A1 -26 A B C

Coprinellus sp. BDT3s -252 A B C

Arthrinium kogelbergense FD1A  -182 A B C

Microthesium sp. FD3A -132 A B C D

Arthrinium sp. FC11A 952 A B C D

Botrytis cinerea Control -1,11 B CDE

Trichoderma sp3 BCT4 3,32 C D EF
Trichoderma sp6 FDT1 13,7 D EFG
Sordaria fimicola BC1C 22,1 E F GH
Trichoderma sp2 BCT5 23,3 E F GH
Trichoderma gamsii BDT?2 30,7 F G H
Trichoderma sp5 BDB2 35,7 G H I
Trichoderma guizhouense FCT1 39 G H I
Trichoderma spl FCT2 41 G H I
Trichoderma virens BCT2 44,2 H I
Trichoderma gamsii BDT1 56,8 I J
Trichoderma atroviridae  BCT3 57 I J
Trichoderma sp4 BDT4 78,3 J

Letras diferentes entre medias indican diferencias
estadisticamente significativas a la prueba Tukey (p-valor <0,05)
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Figura 20. Cultivos duales de cepas de Botrytis cinerea con pérdida de sensibilidad a
boscalid, fenhexamid y sensible absoluto, en conjunto con diferentes candidatos a ACB.
7 dias de incubacién, a 22°C en oscuridad continua y medio APD.
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Evaluacion de la capacidad de sobrevivencia en un medio con fungicidas de interés
agronomico.
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Figura 21. Didmetro de crecimiento micelial a los 5 dias post siembra a 22°C de diferentes
especies de Trichoderma bajo concentraciones crecientes de fungicidas de interés
agrondmico en sus respectivos medios.

Todo el género Trichoderma fue seleccionado como potencial ACB, por lo que se hicieron
adicionalmente pruebas de crecimiento micelial en presencia de fungicidas cominmente
utilizados para el control de Botrytis en campo.

Para boscalid, los aislados de Trichoderma virens BCT2, Trichoderma atroviride BCT3,
Trichoderma gammsii BDT1, Trichoderma sp7 BD10A, Trichoderma spl FCT2
Trichdoerma sp2 BCTS5, Trichdoerma sp3 BCT4, Trichoderma sp4 BDT4, Trichoderma
guizhouense FCT1, colonizaron las placas completamente bajo todas las concentraciones
evaluadas en medio APD.

Por otro lado, en medio AA, se observé un comportamiento similar donde todos los aislados
a excepcion de Trichoderma atroviride BCT3, Trichoderma gamsii BDT2 y Trichoderma
sp5 FDT1, no fueron inhibidos bajo ninguna concentracion del fungicida.

Los aislados Trichoderma sp6 BDB2 y Trichoderma sp5 FDT1 no completaron el
crecimiento de la placa, pero no experimentaron diferencias significativas del crecimiento en
las diferentes concentraciones en ambos medios.

Para Trichoderma gamsii BDT2, se observé en medio APD una reduccion de su crecimiento
en las dos mayores concentraciones (10 y 100 pug/mL), mostrando sensibilidad a boscalid,
bajo condiciones de sobreexposicion al fungicida.
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Para fenhexamid, se detectd sensibilidad de los aislados a concentraciones >1ppm,
especificamente en Trichoderma virens BCT2. Mientras que en Trichoderma atroviride
BCT3, Trichoderma gammsii BDT2 y BDT1, Trichoderma sp7 BD10A, Trichoderma sp 5
FDT1y en el caso de Trichoderma sp6 BDB2 se observé una disminucion del crecimiento
miceliar en las concentraciones de 3y 10 pg/mL.

Trichoderma sp4

Fenhexamid Boscalid
Trichoderma atroviride

/(,//a, @

\ .
Trichoderma gamsii )

@éﬁ @O mam

Testigo = concentraciones crecnentes Testigo -> concentraciones crecientes
0,003 0,1 1 0,05 10 100 ppm

Figura 22. Crecimiento micelial de las tres especies con mayor PICR en medios de cultivo
(APD y SIS) con concentraciones crecientes de fungicidas (boscalid y fenhexamid
respectivamente) evaluadas a 5 dias de edad.

Los resultados permiten advertir que fenhexamid afectaria méas la efectividad de
Trichoderma como ACB que boscalid. Los mecanismos celulares y moleculares que
sustentan la resistencia a boscalid y la sensibilidad limitada a fenhexamid deben ser definidos
en el futuro.

En Chile los aislados de B. cinerea tienen un ECsp para fenhexamid >2 pug/mL vy los aislados
resistentes pueden crecer en ambientes con >10 pg/mL (Esterio et al., 2011). E inclusive,
para boscalid, se ha detectado pérdida de sensibilidad cercana a una condicion de resistencia
donde se indican ECso superiores a 100 pg/mL (Esterio et al., 2017), por lo que se espera que
los hongos candidatos a una formulacién comercial, sean capaces de sobrevivir a cualquier
concentracion de los botryticidas en orden de poder incorporar alternativas bioldgicas en los
programas fitosanitarios.

La resistencia a los fungicidas en el género Trichoderma ya habia sido reportada para
moléculas fungicidas utilizadas para controlar enfermedades de la madera como mancozeb,
azoxystrobin, azufre e incluso oxicloruro de cobre, mostrandose moderadamente resistente a
tebuconazole (Marraschi et al., 2018), siendo el grupo quimico de fungicidas Azoles los que
mas impactan en el crecimiento de estos organismos (Tapwal et al., 2012). Otros fungicidas,
fueron probados en diferentes aislados de T. harzianum con resultados que muestran
diferencias intraespecificas en la sensibilidad a iprodione, hymexazol y tetratiocarbamato de
sodio, y severa sensibilidad a Penycuron y metalaxil+mancozeb (Herrera et al., 2012). Esto
deriva en dificultades para realizar planes de manejo integrado, donde se busca
compatibilizar ACB con productos quimicos, lo que hace evidente que estudiar el efecto de
las moléculas actualmente disponibles en campo y las nuevas moléculas candidatas a
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convertirse en fungicidas comerciales sobre el crecimiento de ACB es estrictamente
necesario.

Evaluacion de la patogenicidad en bayas de uva de mesa de los candidatos a ACB.

Si bien la interaccion entre especies del género Trichoderma y el género Vitis esta ha sido
estudiada en su proceso de propagacion de nuevas plantas (Marraschi et al., 2018) y cortes
de poda (Carro-Huerga et al., 2021) logrando colonizar tejidos de la planta, es necesario
estudiar la interaccion del ACB con en el entorno donde se pretende utilizar.

Es por esto que Trichoderma sp2, Trichoderma guizhouense, Trichoderma atroviridae,
Trichoderma sp6, Trichoderma gamsii BDT2, Trichoderma spl, Trichoderma gamsii BDT1,
Trichoderma sp4, Trichoderma sp3, Trichoderma virens y Trichoderma sp7, fueron
inoculados mediante una suspension de 7x10* conidias /mL en bayas de uva de mesa en una
camara humeda por 7 dias. Ninguno de estos aislados mostré patogenicidad en bayas,
obteniéndose una incidencia de 0 para todos los casos, no presentandose lesiones, pudriciones
0 pardeamientos de ningun tipo sobre la piel de las bayas (Figura 23). Aunque algunos
aislados tuvieron un crecimiento micelial del hongo por sobre la baya, al retirar el micelio
con papel absorbente, no se observé dafio alguno, por lo que se estima que el género
Trichoderma puede sobrevivir en bayas de uva de mesa sin generar patogenicidad, aun
cuando los recursos son escasos.

Finalmente, una especie de Trichoderma (Trichoderma sp4) se perfila como el mejor
candidato como Agente de Control Bioldgico (ACB), demostrando un PICR > 70%, tanto
para aislados de B. cinerea con pérdida de sensibilidad, como sensible. Ademas, y de manera
muy relevante, no fue afectado por ninguna concentracion de los dos fungicidas en estudio
en todos los medios analizados ni demostro patogenicidad en bayas de uva de mesa.
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Figura 23. Bayas de uva de mesa cv. Thompson Seedless inoculadas con soluciones
conidiales de A. Trichoderma sp2 B. Trichoderma guizhouense C. Trichoderma
atroviridae D. water E. Trichoderma sp6 F. Trichoderma gamsii BDT2 G. Trichoderma
spl H. Trichoderma gamsii BDT1 I. Trichoderma sp4 J. Trichoderma sp3 K.

Trichoderma virens L. Trichoderma sp7. Mantenidas en cdmara himeda durante 7 dias a
22 °C.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con la metodologia utilizada en el presente estudio y a las condiciones climaticas
imperantes en la temporada de estudio, los resultados obtenidos permiten concluir lo
siguiente:

La microbiota fungica asociada a flores y bayas de uva de mesa cv. Thompson
Seedless es diversa en especies y varia entre localidades, la composicion en flores se
mantiene en bayas, donde se incrementa la diversidad y riqueza de especies.

Se obtuvo registro de la presencia de especies no reportadas en vides y/o en Chile, asi
como antecedentes que podrian indicar la presencia de nuevas especies.

Se confirma la hipotesis del estudio, obteniéndose al menos tres aislados como
potenciales ACB contra Botrytis cinerea, entre ellos uno capaz de sobrevivir en
ambientes con alta concentracion de fungicidas de uso comun en campo.

El uso potencial de las cepas de Trichoderma obtenidas en este estudio es compatible
con las aplicaciones de fungicidas centrales en el control de Botrytis, presentando una
alternativa para reducir las poblaciones de Botrytis cinerea con pérdida de
sensibilidad a dichos fungicidas.

Finalmente, es importante sefialar que la genética del aislado de Botrytis cinerea
puede impactar negativamente sobre la capacidad de accién de los ACB, ya que
aislados con pérdida de sensibilidad a los fungicidas base cominmente utilizados en
campo para el control de Botrytis cinerea (fenhexamid y boscalid), resultaron
estadisticamente méas competitivos que el aislado sensible, sugiriendo con ello que el
desarrollo de resistencias a fungicidas podria disminuir el efecto de control de los
ACB.
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APENDICE |

Cuadro 1. Regiones génicas secuenciadas en cada aislado identificado en la microbiota de
flores y bayas de uva de mesa cv. Thompson Seedless (Temporada 2020-2021).

Nombre cientifico Nomenclatura Regiones génicas utilizadas
ITS LSU GPDH TEF1 BenA RPB2 CaM
Arthrinium kogelbergense FD1J X X
Arthrinium kogelbergense FD1A X X X
Arthrinium sp FC11A X X X
Alternaria spl BC1H X X X
Alternaria sp2 BC5F X X
Alternaria sp3 BC5A X X X
Alternaria sp3 BC3C X X X
Alternaria sp3 BC5H X X X
Alternaria sp3 FC3C X X X
Alternaria sp4 BD1A X X
Alternaria sp4 BC6G X X
Alternaria sp5 FC12B X X X
Alternaria sp5 BC6B X X X
Alternal sp5 BC4E X X X
Alternaria sp5 BC3A X X X
Alternaria arborecens BC2A X X X
Alternaria arborecens BC4H X X X
Alternaria arborecens BC6E X X X
Alternaria arborecens BD1B X X X
Alternaria arborecens FC6A X X X
Alternal multiformis BC5A X X X
Alternaria spé BC4K X X
Exserohilum rostratum BC6C X X X X
Bipolaris cynodontis BC1F X X X X
Fusarium redolens BD8C X X X
Fusarium scirpi BC5L X X X
Epicoccum layuense FD3A1 X X X
Epicoccum italicum FD3C X X X
Epicoccum italicum FC10A3 X X X
Epicoccum italicum FC10A1 X X X
Epicoccum italicum BC1A X X X
Epicoccum italicum BC4F X X X
Epicoccum italicum BC6A X X X
Sordaria fimicola BC1C X X X
Chaetomium elatum BC3B X X X
Aspergillus spl FCA1 X
Aspergillus spl FDAL X
Aspergillus sp2 BCAl X
Aspergillus sp2 BCA2 X
Penicillium crocicola BD11CB X X X X
Penicillium crocicola BCT1 X X X X
Penicillium crocicola BC3G X X X X
Penicillium crocicola BC5P X X X X
Penicillium crocicola BD1C X X X X
Penicillium glabrum FC11C X X X X
Penicillium polonicum FD5B X X X X
Penicillium polonicum FC3B X X X X
Penicillium sp FC5A X X X X
Penicillium sp FD5A X X X X
Penicillium expansum BD1E X X X X
Penicillium expansum BC5G X X X X
Penicillium expansum BD10B X X X
Penicillium expansum FD2A X X X X
Penicillium janthinellum BD8B X X X X
Talaromyces pinophilus BC5B X X
Talaromyces galapagensis FD1D X X
Talaromyces aurantiacus BC1D X X
Talaromyces minioluteus BD8A X X
Cladosporium  artropodii BC4D X X
Cladosporium  australiense BD11CA X X
Cladosporium  sp BD3A X X X
Diplodia seriata BC6D X
Pestalotiopsis  hawaiiensis FC1A X X
Trichoderma virens BCT2 X X X
Trichoderma atroviride BCT3 X X
Trichoderma gamsii BDTL X X X
Trichoderma gamsii BDT2 X X X
Trichoderma sp7 BD10A X X X
Trichoderma spé FDT1 X X
Trichoderma sp5 BDB2 X X X
Trichoderma sp4 BDT4 X X X
Trichoderma spl FCT2 X X
Trichoderma guizhouense FCT1 X X X
Trichoderma sp2 BCT5 X X X
Trichoderma sp3 BCT4 X X X
Rhizopus oryzae BDR1 X
Rhizopus oryzae FCR1 X
Rhizopus oryzae BDR1 X
Rhizopus oryzae FDR1 X
Bjerkandera adusta BC4G X X
Bjerkandera adusta BC5C X X
Coprinellus domesticus BDT3 X
Coprinellus domesticus BC6F X
Coprinellus sp FC11B X
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Arthrinium arundinis culture CBS:449.92
Arthrinium arundinis strain: CBS 450.92
Arthrinium arundinis culture-collection CBS:133509
99 | Arthrinium arundinis culture-collection CBS:124788
Arthrinium arundinis culture CBS:114316
Arthrinium arundinis culture CBS:464.83
7| Arthrinium arundinis culture CBS:732.71
Arthrinium arundinis culture CBS:106.12
| Ly Arthrinium malaysianum culture CBS:102053
100 L Arthrinium malaysianum culture CBS:251.29
Arthrinium kogelbergense culture CBS:114734
FD1J
o7 | | FD1A
Arthrinium kogelbergense culture CBS:113332
69 | Arthrinium kogelbergense culture CBS:113333
Arthrinium kogelbergense culture CBS:113335
Arthrinium kogelbergense culture CBS:117206
FC11A
28 Arthrinium xenocordella culture CBS:478.86
98 ' Arthrinium xenocordella culture CBS:595.66
Arthrinium ovatum culture CBS:115042
96 |_| Arthrinium pterospermum culture CBS:123185
98 L Arthrinium pterospermum culture CPC:20193
62 Arthrinium marii culture CBS:113535
Arthrinium marii culture CBS:114803
36 | Arthrinium marii strain: CBS 497.90
Arthrinium marii culture CPC:18902
Arthrinium marii culture CBS:200.57
Arthrinium marii culture CPC:18904
Arthrinium sacchari culture CBS:301.49
Arthrinium sacchari culture CBS:212.30
@ﬁArthrinium sacchari culture CBS:372.67

9%

Arthrinium sacchari culture CBS:664.74
Arthrinium pseudospegazzinii culture CBS:102052

Arthrinium sacchari strain: CBS 334.86
Arthrinium saccharicola culture CBS:463.83
Arthrinium saccharicola culture CBS:831.71
Arthrinium saccharicola culture CBS:191.73

L Arthrinium saccharicola culture CPC:18977
28| Arthrinium pseudosinense culture CPC:21546
34 Arthrinium phaeospermum culture CBS:142.55
Arthrinium phaeospermum culture CBS:114317
Arthrinium phaeospermum culture CBS:114315
88 Arthrinium phaeospermum culture CBS:114314

Arthrinium phaeospermum culture CBS:114318
— Arthrinium phragmites culture CPC:18900
|~ Arthrinium aureum strain: CBS 244.83

6 | Arthrinium hydei culture CBS:114990
Arthrinium rasikravindrae culture CBS:337.61

Arthrinium rasikravindrae culture CPC:21602
L— Arthrinium sp. CPC 21866 culture CPC:21866
Seiridium phylicae CPC:19965

48

97

0.050

Figura 1. Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS, LSU
y BenA incluyendo 17 especies del género Arthrinium y a Hypocrea gelatinosa como
outgroup. La reconstruccion filogenética se generd usando el protocolo Maximum

likelihood, con bootstrapping de 1000 réplicas. El valor de Bootstrap sobre 50 es indicado
en los nodos.
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KC584151.1 Alternaria sp. CBS 175.52
KC584152.1 Alternaria sp. CBS 174.52
AY278809.1 Alternaria tenuissima
AYB62411.1 Alternaria limoniasperae strain BMP 0316
KC584112.1 Alternaria daucifolii strain CBS 118812
BC3A GPD
BC4E GPD
FC12B GPD
BC6B GPD
LBC4C GPD
KC584116.1 Alternaria gaisen strain CBS 632.93

— AY278808.1 Alternaria alternata

BC2A GPD
FDBA GPD
E FCBA GPD
BD1B GPD
BCBE GPD
BC4H GPD
AY278810.1 Alternaria arborescens
—— AY278811.1 Alternaria longipes
KC584096.1 Alternaria alternantherae strain CBS 124392

4 o0
KC584129 1 Alternaria perpunctulata strain CBS 115267

KC584162 1 Alternaria sp. CBS 10827

<se(t Porri

=

sect. Gypsophilae

*se:t‘ Radicina

100 | KC584119.1 Alternaria helianthiinficiens strain CBS 117370
1 KC584120.1 Alteraria helianthiinficiens strain CBS 208 86
KC584102 1 Alternaria brassicae strain CBS 116528
KC584109.1 Alternaria cinerariae strain CBS 116495
L Cs84142 1 Atemaria sonchi strain GBS 119675
KC584121.1 Alternaria japonica strain CBS 118390
KCE84126.1 Alternaria nepalensis strain CBS 118700

dsect. Brassicicols

--sa:t. Eureka

KC584110.1 Alternaria cumini strain CBS 121329
sect. Embellisioides
KC584098.1 Alternaria argyranthemi strain CBS 116530
AY278815.1 Ulocladium alternariae
KC584105.1 Alternaria capsici-annui strain CBS 504.74
KC584168.1 Alternaria botrytis strain CBS 19767
KC584175 1 Alternaria oudemansii strain CBS 114.07
KC584100.1 Alternaria avenicola strain CBS 121459
KC584104.1 Alternaria calycipyricola strain CBS 121545
KC584131.1 Alternaria photistica strain CBS 212.86
KC584128.1 Alternaria panax strain CBS 482 81
AY562416.1 Alternaria eryngii strain BMP 0338
KC584144 1 Alternaria thalictrigena strain CBS 121712
AY562418.1 Ulocladium cucurbitae strain BMP 0351
FJ266498.1 Ulocladium obovoideum
KC584173.1 Alternaria consortialis strain CBS 104.31
KC584170.1 Alternaria brassicae-pekinensis strain CBS 121493
KC584169.1 Alternaria botrytis strain CBS 198.67
BC3C GPD
BCS5H GPD
FC3C GPD
KCE84167.1 Alternaria atra strain CBS 195.67
711 BCBA GPD
KC584174.1 Alternaria multiformis strain CBS 102060
KC584171.1 Alternaria cantlous strain CBS 123007
KC584172.1 Alternaria chartarum strain CBS 200.67
FJ266500.1 Ulocladium septosporum

(Continda...)

67 | AY762950.1 Ulocladium capsicum strain HSAUP XF030035
KC584166.1 Alternaria aspera strain CBS 115269
KC584107 1 Alternaria cheiranthi strain CBS 1098384
E KC584134.1 Alternaria sp. CBS 115.44
KC584159 1 Alternaria indefessa strain CBS 536 83
7] og | KC584164.1 Alternaria leucanthemi strain CBS 42185
1 kC584165.1 Attenaria leucanthemi strain CBS 422 85
KC584113.1 Alternaria dianthicola strain CBS 116491
- KC584114 1 Alternaria elegans strain CBS 109159
100 KC584137.1 Alternaria simsimi strain CBS 115265
| KC584157 1 Alternaria dennisii strain CBS 110533

1001 N383469.1 Embeliisia dennisii
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_SQ_I— AY278826.1 Nimbya caricis
KC584163.1 Alternaria scirpicola strain CBS 481.90

KC584089.1 Alternaria armoraciae strain CBS 118702
KC584154.1 Alternaria abundans strain CBS 534.83
KC584148.1 Alternaria breviramosa strain CBS 121331
AY562398.1 Atternaria cetera strain BMP 0033

KC584149.1 Alternaria obclavata strain CBS 124120
KC584150.1 Alternaria slovaca strain CBS 567.66
AY278795.1 Lewia ethzedia

FJ266491.1 Alternaria oregonensis

AY562401 .1 Alternaria conjuncta strain BMP 0040

5 AY278793.1 Lewia infectoria strain EGS 27-193

KC584156.1 Alternaria chlamydosporigena strain CBS 341.71
™ AY562419.1 Embellisia telluster strain BMP 0396
KC584155.1 Alternaria embellisia strain GBS 339.71
KC584140.1 Alternaria soliaridae strain CBS 118387
v-ﬂsect. Phragmosporae
’_— FJ357298.1 Brachycladium papaveris strain P351
KC584153.1 Alternaria penicillata strain CBS 116607
JN383467.1 Embeliisia annulata
AF443881 .1 Pleospora tarda EGS 04-118¢c
—— AF443884.1 Pleospora herbarum EGS 36-138.2
_

0020

Figura 2. Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS, LSU
y BenA incluyendo 71 especies de Alternaria y Pleospora herbarum como outgroup. Los
arboles filogenéticos se construyeron utilizando el protocolo Maximum likelihood,

realizando una prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es
indicado en los nodos. Se presentan los nombres cientificos previos a 2012.
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65 | Fusarium fracticudum
Fusarium parvisorum
Fusarium konzum
Fusarium sterilihyposum
Fusarium tupiense

— Fusarium ananatum

Fusarium temteratum
—— Fusarium succisae
Fusarium bulbicola
Fusarium mexicanum

_| Fusarium begoniae

64 ' Fusarium sororula

— Fusarium bactridioides

Fusarium circinatum

Fusarium cugenangense
Fusarium inflexum
BD8C

38

— Fusarium curvatum

Fusarium subglutinans
55 BC5L

Fusarium scirpi

Fusarium equiseti

92 Fusarium graminearum

Fusarium pseudograminearum
80 Fusarium sambucinum
Fusarium agapanthi
s Fusarium acutatum
78 ' Fusarium anthophilum
I— Fusarium sublunatum
— Fusarium pseudocircinatum
Fusarium terricola
— Fusarium sudanense
Fusarium fredkrugeri
19 Fusarium dlaminii
5g ' Fusarium pseudonygamai
Fusarium nygamai
Fusarium prieskaense
Fusarium prieskaense 0001
Fusarium prieskaense 0002
Fusarium andiyazi

Fusarium brevicatenulatum

Fusarium denticulatum
Fusarium echinatum
Fusarium echinatum 0001

Fusarium fractiflexum

Fusarium lactis
— Fusarium thapsinum

Fusarium coicis
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!'Fusarium lactis
— Fusarium thapsinum
Fusarium coicis

Fusarium ramigenum

Fusarium sacchari

20 Fusarium xylarioides
*i: Fusarium phyllophilum
39 .
Fusarium udum

Fusarium tjaetaba

Fusarium concentricum
Fusarium verticillioides

55

— Fusarium buharicum

Fusarium napiforme

Fusarium mangiferae
Fusarium globosum
37 . L
33 Fusarium fujikuroi
25

Fusarium proliferatum

Fusarium beomiforme

Fusarium sp.
45

Fusarium redolens

Fusarium nurragi
10

75 &7 |_i Fusarium heterosporum
Fusarium tricinctum

45

Fusarium torreyae

Fusarium sarcochroum

96 [ Fusarium melanochlorum
[

Fusarium flocciferum

37

C. cyanostoma

— Cyanonectria buxi

i |

0.020

Figura 3. Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS, LSU
y TEF, de 90 especies de Fusarium utilizando Cyanonectria buxi como outgroup. Los
arboles filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum likelihood,
realizando una prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es
indicado en los nodos.
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03 KY742091.1 Epicoccum camelliae voucher LC:4858 1
{ KY742092.1 Epicoccum camelliae voucher LC:4862 1
* KY742118.1 Epicoccum viticis voucher LC:5126
67 | KY742117.1 Epicoccum viticis voucher BRIP:29294
FJ427072.1 Epicoccum sorghinum strain CBS 627.68
h FJ427067.1 Epicoccum sorghinum strain CBS 179.80
KY742116.1 Epicoccum sorghinum voucher LC:4860

e KY742103.1 Epicoccum latusicollum voucher LC:5124

L KY742105.1 Epicoccum latusicollum voucher LC:8153
KY742106.1 Epicoccum latusicollum voucher LC:8154
KY742102.1 Epicoccum latusicollum voucher LC:4859

KY742101.1 Epicoccum latusicollum voucher LC:5158

— KY742104.1 Epicoccum latusicollum voucher LC:8152

KY742097.1 Epicoccum hordei voucher LC:8148

KY742098.1 Epicoccum hordei voucher LC:8149
FJ427049.1 Epicoccum pimprinum strain CBS 246.60

100 | FJ427050.1 Epicoccum pimprinum strain PD 77/1028

5 GU237732.1 Epicoccum huancayense strain CBS 105.80 1
g9 | KY742095.1 Epicoccum duchesneae voucher LC:5139
4

1 [ KY742096.1 Epicoccum duchesneae voucher LC:8147

57| es GU237760.1 Epicoccum brasiliense strain CBS 120105

GU237795.1 Epicoccum draconis strain CBS 186.83
76 GU237731.1 Epicoccum henningsii strain CBS 104.80

7L GU237888.1 Epicoccum plurivorum strain CBS 558.81

7 FD3A1
J KY742108.1 Epicoccum layuense voucher LC:8156
i KY742107.1 Epicoccum layuense voucher LC:8155
~ KY742093.1 Epicoccum dendrobii voucher LC:8145 1
FD3C

KY742099.1 Epicoccum italicum voucher LC:8150 1

L [Fcioas
44
FC10AL
BC1A
BCAF
Pl Bcea

49
KY742113.1 Epicoccum poae voucher LC:8160

KY742114.1 Epicoccum poae voucher LC:8161
KY742115.1 Epicoccum poae voucher LC:8162

69 |- KY742112.1 Epicoccum nigrum voucher LC:8159
FJ426995.1 Epicoccum nigrum strain CBS 125.82
KY742110.1 Epicoccum nigrum voucher LC:8157
o FJ426996.1 Epicoccum nigrum strain CBS 173.73
KY742109.1 Epicoccum nigrum voucher LC:5180

KY742111.1 Epicoccum nigrum voucher LC:8158

— JF740201.1 Leptosphaeria conoidea strain CBS 616.75

100 L 3£740205.1 Leptosphaeria doliolum strain CBS 505.75

e

0.020

Figura 4. Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS, LSU
y BenA de 17 especies de Epicoccum utilizado Leptosphaeria doliolum como outgroup.
Los arboles filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum likelihood,

realizando una prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es
indicado en los nodos.
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Figura 5. Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS, LSU
y BenA de 32 especies de Sordaria utilizando Lasiosphaeris hispida como outgroup. Los
arboles filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum likelihood,
realizando una prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es
indicado en los nodos.
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Figura 6. Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS, LSU
y BenA de 21 especies de Chaetomium y Achaetomium strumarium como outgroup. Los
arboles filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum likelihood,
realizando una prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es
indicado en los nodos.
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Figura 7. Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS, CMD
y BenA de 15 especies de Penicillium seccion Aspergilli con Penicillium expansum como
outgroup. Los arboles filogeneticos se construyeron usando el protocolo Maximum
likelihood, realizando una prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de
Bootstrap es indicado en los nodos.
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Figura 8. Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS y TEF
de 69 especies de Cladosporium con Cladosporium salinae como outgroup. Los arboles
filogenéticos se construyeron utilizando el protocolo Maximum likelihood, realizando una
prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es indicado en los nodos



42

33

R7

76

Pestalotiopsis telopeae strain CBS 114161
Pestalotiopsis telopeae strain CBS 114137
Pestalotiopsis telopeae strain CBS 113606
Pestalotiopsis rhodomyrtus strain LC4458
Pestalotiopsis sp. HGUP4230

Pestalotiopsis rhodomyrtus strain LC3413

Pestalotiopsis kenyana strain CBS 442.67

;{ Pestalotiopsis trachicarpicola strain OP068
- Pestalotiopsis australasiae strain CBS 114141

 Pestalotiopsis australasiae strain CBS 114126

74] Pestalotiopsis biciliata strain CBS 236.38

| Pestalotiopsis biciliata strain CBS 124463
B3 | Pestalotiopsis sp. FL-2016a strain LC3637
‘ Pestalotiopsis sp. FL-2016a strain LC3640

85 | Pestalotiopsis brachiata strain LC2988

Pestalotiopsis brachiata strain LC8188
2 | Pestalotiopsis formosana isolate NTUCC 17-009
Pestalotiopsis formosana isolate NTUCC 17-010
59 L‘ Pestalotiopsis parva strain CBS 278.35
93 ‘ Pestalotiopsis parva strain CBS 265.37
Pestalotiopsis sp. SM-2015¢
Pestalotiopsis rosea strain MFLUCC12-0258
95 | Pestalotiopsis oryzae strain CBS 353.69
Pestalotiopsis oryzae strain CBS 111522
Pestalotiopsis grevilleae strain CBS 114127
Pestalotiopsis sp. FL-2016a strain LC3616
" 24 Pestalotiopsis knightiae strain CBS 111963
95 ‘ Pestalotiopsis knightiae strain CBS 114138
Pestalotiopsis colombiensis strain CBS 118553
® Pestalotiopsis jinchanghensis strain LC8190
¥ Pestalotiopsis jinchanghensis strain LC6636
L{ Pestalotiopsis neolitseae isolate NTUCC 17-011
95 ' Pestalotiopsis neolitseae isolate NTUCC 17-012

Pestalotiopsis aggestorum strain LC8186

Pestalotiopsis aggestorum strain LC6301

Pestalotiopsis malayana strain CBS 102220

I~ Pestalotiopsis sp. HGUP4057
Pestalotiopsis papuana strain CBS 331.96

62 | —— Pestalotiopsis humus strain CBS 115450
Pestalotiopsis papuana strain CBS 887.96
Pestalotiopsis adusta strain MFLUCC10-0146

—— Pestalotiopsis adusta strain ICMP6088

P

i Pestalotiopsis sp. 33 SSNM-2014 strain CBS 263.33
‘ Pestalotiopsis sp. 33 SSNM-2014 strain CBS 264.33

Pestalotiopsis humus strain CBS 336.97

Pestalotiopsis diploclisia strain CBS 115449

51
Pestalotiopsis diploclisia strain CBS 115585

81
Pestalotiopsis diploclisia strain CBS 115587

Pestalotiopsis macadamiae voucher BRIP 63739a

47 ‘ Pestalotiopsis macadamiae voucher BRIP 63738b

Pestalotiopsis distincta strain LC3232

99 | Pestalotiopsis distincta strain LC8184

(Continua...)



77

99 ' Pestalotiopsis distincta strain LC8184

Pestalotiopsis yunnanensis
Pestalotiopsis sequoiae strain MFLUCC 13-0399
Pestalotiopsis sp. SM-2015a

71 | Pestalotiopsis monochaeta strain CBS 144.97

o

[ Pestalotiopsis monochaeta strain CBS 440.83
Pestalotiopsis hollandica strain CBS 265.33
Pestalotiopsis brassicae strain CBS 170.26

Pestalotiopsis verruculosa strain MFLUCC12-0274

Pestalotiopsis novae-hollandiae strain CBS 130973
Pestalotiopsis inflexa strain MFLUCC12-0270

95 — Pestalotiopsis portugalica strain CBS 393.48

Pestalotiopsis portugalica strain LC2929
76 | Pestalotiopsis furcata strain MFLUCC12-0054
% Pestalotiopsis furcata strain LC6303

Pestalotiopsis sp. FL-2016a strain LC6576

25

29

Pestalotiopsis yanglingensis strain LC4553

23

85 Pestalotiopsis yanglingensis strain LC3067

Pestalotiopsis camelliae strain MFLUCC12-0277
Pestalotiopsis sp. SSNM-2012d strain OP111

Pestalotiopsis camelliae strain CBS 443.62

69
Pestalotiopsis longiappendiculata strain LC3013

86 | Pestalotiopsis lushanensis strain LC4344

Pestalotiopsis lushanensis strain LC8182

Pestalotiopsis rhododendri strain OP086

85 Pestalotiopsis sp. MS-2013c strain OP137
L Pestalotiopsis spathulata strain CBS 356.86
Pestalotiopsis diversiseta strain MFLUCC12-0287
Pestalotiopsis clavata strain MFLUCC12-0268

94 | Pestalotiopsis australis strain CBS 114193

Pestalotiopsis australis strain CBS 111503

\j Pestalotiopsis scoparia strain CBS 176.25

1 [ Pestalotiopsis unicolor strain MFLUCC12-0276

Pestalotiopsis jiangxiensis strain LC4399
Pestalotiopsis jinchanghensis strain LC4242
Pestalotiopsis unicolor strain MFLUCC12-0275
Pestalotiopsis linearis strain MFLUCC12-0271
Pestalotiopsis chamaeropis strain CBS 186.71
Pestalotiopsis intermedia strain MFLUCC12-0259

Pestalotiopsis chamaeropis strain CBS 113607

Pestalotiopsis sp. SM-2015b

55 FC1A

il  S— Pestalotiopsis hawaiiensis strain CBS 114491

Pestalotiopsis anacardiacearum strain IFRDCC 2397

10 Pestalotiopsis arengae strain CBS 331.92
25 ’: estalotiopsis diversiseta strain MFLUCC12-0287
Pestalotiopsis arceuthobii strain CBS 434.65

31

Neopestalotiopsis saprophyta strain MFLUCC12-0282

0.050

Figura 9. Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS y TEF
de 68 especies de Pestalotiopsis y Neopestalotiopsis saprophyta como outgroup. Los
arboles filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum likelihood,
realizando una prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es
indicado en los nodos.
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Figura 10. Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS, TEF
y RPB2 de 63 especies de Trichoderma y Protocrea farinosa como outgroup. Los arboles
filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum likelihood, realizando una
prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es indicado en los nodos.



80

Bjerkandera adusta BC4G

Bjerkandera adusta BC5C

Bjerkandera adusta voucher Dai 13201
Bjerkandera adusta voucher SFC20111029-15
Bjerkandera adusta voucher SFC20120409-08
Bjerkandera adusta voucher Dai 14516

64 || Bjerkandera minispora voucher Dai 15234
o | Bjerkandera minispora voucher Cui 5376

63

— Bjerkandera adusta voucher Dai 15665
LBjerkandera albocinerea voucher Mv346

46

Bjerkandera fumosa voucher Dai 21100

o Bjerkandera fumosa CLZ-2014 voucher Homble 1900
73 Lr Bjerkandera fumosa voucher Cui 10747

571 Bjerkandera fumosa voucher Dai 12674B

Bjerkandera atroalba isolate VMV 158
7 Bjerkandera atroalba voucher Dai 17457

Bjerkandera atroalba isolate MCW 425
5B |- Bjerkandera mikrofumosa voucher MV353
bo U Bjerkandera centroamericana isolate JK 0610/A13
| 8g | Bjerkandera centroamericana isolate JK 0610/A7

Bjerkandera resupinata voucher Dai 16642

99 52 U Bjerkandera fulgida voucher Dai 16107
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61

L]

ﬁ Gloeoporus pannocinctus voucher FP-135015
% .
87 Gloeoporus thelephoroides voucher BZ-2896

—
0.020

Figura 11. Arbol filogenético elaborado con secuencias concatenadas de los genes ITS y
LSU de 9 especies de Bjerkandera y Ceriporia viridans como outgroup. Los arboles

filogenéticos se construyeron usando el protocolo Maximum likelihood, realizando una
prueba de bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es indicado en los nodos.
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Figura 12. Arbol filogenético elaborado con secuencias de la region ITS de 66 especies de
Coprinellus con Psathyrella leucotephra como outgroup. Los arboles filogenéticos se
construyeron usando el protocolo Maximum likelihood, realizando una prueba de
bootstrapping con 1000 réplicas. El valor de Bootstrap es indicado en los nodos.
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APENDICE II

Cuadro 1. Detalle estadisticas de la prueba Tukey, comparando las medias de PICR (%) de
aislados de Botrytis cinerea resistentes a boscalid contra especies no patogénicas
obtenidas desde flores y bayas de uva de mesa cv. Thompson Seedless durante la
temporada 2020-2021 en Chile.

Analisis de la varianza

cepa dia Variable N R? A7 Ccv

Rboscalid 7 PICR 76 0,90 0,84 542,5
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 72151,59 27 2672,28 15,33 <0,0001
aislado 72151,59 27 2672,28 15,33 <0,0001
Error 8367,75 48 174,33
Total 80519,34 75
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=45,44915
Error: 174,3282 gl: 48
aislado Medias n E.E.
bc5b -41,07 3 7,62 A

fcl0a3 -38,75 3 7,62 A

fd3c -38,27 3 7,62 A
bc3b -34,05 2 9,34 A

fcl0al -32,53 3 7,62 A
bd2a -30,88 2 9,34 A
bdt3s -30,32 3 7,62 A
bdt3m -28,84 2 9,34 A
bcdf -26,02 2 9,34 A B

fd3al -25,79 3 7,62 A B
bcla -23,78 3 7,62 A B C
bco6a -22,64 3 7,62 A B C D

fdla -21,84 3 7,62 A B C D

fd3a -18,52 2 9,34 A B C D

fclla -10,68 3 7,62 A B C D E

control -2,45 3 7,62 A B C D E F
bct4 -1,52 37,62 A B C D E F G
bct2 17,24 3 7,62 B C D E F G H
fdtil 17,59 3 7,62 B C D E F G H
bdt2 18,56 3 7,62 B C D E F G H
bct5 20,36 3 7,62 cC D E F G H
bclc 22,19 2 9,34 D E F G H I
fct2 30,43 3 7,62 E F G H I
bdb2 34,89 3 7,62 F G H I
fctl 39,44 3 7,62 F G H I
bct3 43,27 2 9,34 G H I
bdtl 46,33 2 9,34 H I
bdt4 67,18 3 7,62 I

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Cuadro 2. Detalle de las estadisticas de la prueba Tukey, comparando las medias de PICR
(%) de aislados de Botrytis cinerea resistentes a fenhexamid contra especies no
patogénicas obtenidas desde flores y bayas de uva de mesa cv. Thompson Seedless
durante la temporada 2020-2021 en Chile.

Analisis de la varianza

cepa dia Variable N R? R? Aj Ccv
Rfenhexamid 7 PICR 82 0,86 0,79 559,95

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 105393,84 27 3903,48 11,99 <0,0001

aislado 105393,84 27 3903,48 11,99 <0,0001

Error 17579,82 54 325,55

Total 122973,66 81

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=58,74216
Error: 325,5522 gl: 54
aislado Medias n E.E.

bc5b -45,11 3 10,42 A

fcl0al -44,73 3 10,42 A B

bd2a -43,58 3 10,42 A B

fcl0a3 -42,92 3 10,42 A B

fd3c -38,58 3 10,42 A B C

bc3b -35,22 3 10,42 A B C

bcla -34,82 3 10,42 A B C

bcdf -34,23 2 12,76 A B C

bdt3m -33,82 3 10,42 A B C

fd3al -31,24 3 10,42 A B C D

bcba -29,89 3 10,42 A B C D E

fdla -25,05 310,42 A B C D E F

bdt3s -24,069 3 10,42 A B C D E F

fclla -12,78 3 10,42 A B C D E F G

fd3a -12,46¢ 3 10,42 A B C D E F G

control -1,40 3 10,42 A B C D E F G H

bct4 1,74 3 10,42 A B C D E F G H I
fdtl 9,94 3 10,42 A B C D E F G H I
bdt2 13,86 3 10,42 B ¢C D E F G H I J
bctb 17,92 3 10,42 c b E F G H I J
bdb2 25,21 3 10,42 D E F G H I J
fctl 27,78 3 10,42 E F G H I J
bclc 28,87 2 12,76 F G H I J
fct2 39,16 3 10,42 G H I J
bdtl 48,81 3 10,42 H I J
bct3 56,17 3 10,42 H I J
bct2 58,98 3 10,42 I J
bdt4 72,22 3 10,42 J

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Cuadro 3. Detalle estadisticas de la prueba Tukey, comparando las medias de PICR (%) de
aislados de Botrytis cinerea sensible contra especies no patogéenicas obtenidas desde
flores y bayas de uva de mesa cv. Thompson Seedless durante la temporada 2020-
2021 en Chile.

Analisis de la varianza

cepa dia Variable N R2 R? A7 Ccv
sensible 7 PICR 81 0,85 0,77 235,01

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 116193,65 27 4303,47 10,87 <0,0001

aislado 116193,65 27 4303,47 10,87 <0,0001

Error 20976,58 53 395,78

Total 137170,23 80

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=65,38958
Error: 395,7844 gl: 53
aislado Medias n E.E.

fcl0a3 -31,38 3 11,49 A

bcdf -30,45 3 11,49 A

bc5b -29,83 2 14,07 A

bc3b -28,13 3 11,49 A

bdt3m -27,21 3 11,49 A

fcl0al -27,02 3 11,49 A

bc6a -26,23 3 11,49 A

bcla -24,70 3 11,49 A

bd2a -23,04 3 11,49 A

fd3c -22,70 3 11,49 A

fd3al -20,84 3 11,49 A

bdt3s -20,61 3 11,49 A

fd3a -9,10 3 11,49 A B

fdla -6,20 2 14,07 A B C

fclla -5,10 3 11,49 A B C D
control 0,51 311,49 A B C D

bct4 9,73 3 11,49 A B C D E
fdtl 13,44 3 11,49 A B C D E
bclc 20,17 3 11,49 A B C D E
bctb 31,51 311,49 A B C D E
bdb2 46,90 3 11,49 B C D E F
fctl 49,71 3 11,49 B C D E F
fct2 53,48 3 11,49 B C D E F
bct2 56,29 3 11,49 C D E F
bdt2 59,65 3 11,49 D E F
bct3 68,09 3 11,49 E F
bdtl 72,97 3 11,49 E F
bdt4 100,00 2 14,07 F

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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APENDICE III

AA
Trichodermasp6 AFD
FDT1

SISLER

AA
Trichodermaspl APD
FCT2

SISLER

AA
Trichoderma

guizhouense FCT1

SISLER
AA
Trichodermasp3 APD
BCT4
SISLER

(Continua...)
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AA
Trichoderma sp7
BD10A APD
SISLER
AA
. APD
Trichoderma sp2
BCTS
SISLER
AA
Trichoderma
atroviridae APD
BCT3
SISLER
AA
Trichoderma APD
crasum BCT2
SISLER

(Continua...)
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AA
Trichodermasp4 APD
BDT4
SISLER

Trichoderma APD
gamsii BDT2
SISLER
AA
Trichoderma APD
gamsii BDT1
SISLER

Figura 1. Fotos de diferentes especies de Trichoderma obtenidas desde flores y bayas de uva
de mesa cv. Thompson Seedless de la temporada 2020-2021 en Chile, evaluadas en
crecimiento micelial en medios enmendados con concentraciones crecientes de boscalid

(AA, APD) y fenhexamid (SISLER).



