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RESUMEN

En el manejo tradicional de la vid se utilizan fungicidas de sintesis quimica. El uso
inadecuado de estos productos provoca un desequilibrio ecolégico ya que pueden
afectar al ecosistema en general, dafiar la salud humana y contaminar el suelo, aire y
agua. Una alternativa que se esta evaluando y considerando cada vez mas en los
esquemas de manejo de cultivos, complementando al manejo convencional, es el uso
de bioinsumos. Estos son productos basados en compuestos y/o extractos de
microorganismos o0 plantas, o microorganismos vivos, capaces de mejorar la
productividad (o rendimiento), calidad y/o sanidad al aplicarlos sobre cultivos vegetales,
sin generar desequilibrio en el agroecosistema. Los bioinsumos actuales tienen sus
origenes en los “biopreparados” que se desarrollaron a lo largo de la historia a partir de
la observacion empirica de los procesos y efectos que tenian dichos productos.

En la presente tesina de grado, se evaluaron diferentes bioinsumos tales como el té de
compost aireado (TA), té de compost no aireado (TNA), mezcla (M) de ambos en una
proporcién de 1:1 y biol (B) diluido al 10%, para el control biolégico de Botrytis cinerea
en ensayos in vitro e in vivo en racimos de vid. En ensayos in vitro se evaluaron tres
momentos de aplicacion: preventivo, co-inoculado y curativo. Los resultados arrojados
permitieron concluir que el método de aplicacion mas conveniente es de forma
preventiva, y que el TA es el que mejor controlé al patégeno. En el ensayo in vivo se
midié la incidencia y severidad de la podredumbre gris causada por B. cinerea en
racimos de vid cultivar Cabernet sauvignion en condiciones de laboratorio. Alli se
observé que tanto el TAy la M aplicados en forma preventiva disminuyeron la severidad
de la enfermedad comportandose de manera similar al producto quimico utilizado.
Finalmente los resultados obtenidos en este trabajo muestran el potencial de los
bioinsumos como alternativa para el control de B. cinerea, posicionandolos como una
herramienta interesante para el manejo integrado de plagas, no so6lo por su
comportamiento alentador, sino también porque su uso no genera resistencia y su
elaboracion emplea desechos organicos de la agroindustria cerrando el ciclo de los
materiales.

Palabras claves: Agricultura sostenible; bioinsumos; podredumbre gris; vid; biocontrol.



1. INTRODUCCION

En los dltimos afios, a nivel mundial, se ha agudizado el problema de contaminacién
ambiental. Una de las tantas causas proviene del uso excesivo de productos de sintesis
guimica, entre ellos los agroquimicos, generando problemas en la salud de la poblacion
y en el medioambiente (Carrefio et al. 2019). La globalizacion, el comercio y el cambio
climético han contribuido en los ultimos afios al aumento de la propagacién de plagas y
enfermedades que afectan la agricultura, se estima que estas causan el 30% de las
pérdidas mundiales en la produccién de cultivos (FAO, 2020). El pensamiento que prima
en la agricultura convencional o de alto rendimiento es la mayor rentabilidad en el menor
tiempo posible, por lo que los planteos productivos se concentraron en pocos cultivos
de alta productividad y alta homogeneidad genética para maximizar la rentabilidad y
simplificar del manejo agropecuario, pero al costo de un mayor riesgo climatico,
econdmico y bioldgico (plagas y enfermedades), pérdida de materia organica, y sobre-
extraccion de algunos macro- y micro-nutrientes (Viglizzo y Jobbagy, 2010). El consumo
de plaguicidas ha logrado consolidarse y esto ha fijado a dichos productos, como uno
de los pilares fundamentales del crecimiento de la produccién agricola (Schaaf, 2016).
Actualmente existe un interés creciente por parte de distintos sectores sociales,
productivos y cientificos especialmente, en cuanto al origen de los alimentos y la manera
de producirlos. Estos interrogantes estan atravesados por el concepto de sostenibilidad,
gue en esencia es la busqueda del equilibrio entre las esferas socioecondmicas,
ecoldgicas-ambientales y socioculturales.

Mendoza se caracteriza por su produccion agricola y la industrializacion de materias
primas como vid, frutas y hortalizas. Por la calidad de sus vifiedos y la incorporacion de
tecnologia de vanguardia, es lider mundial en la elaboracion y comercializacién de vinos.
Ademads, es la provincia vitivinicola del pais que concentra el 70% de la produccion de
vid a nivel nacional, cuyo principal destino es la vinificacion, sélo el 1,3% de la superficie
total corresponde a variedades aptas para consumo en fresco o pasas (INV, 2019). Las
plantas de vid estan expuestas a diferentes patdégenos que disminuyen la produccion y
calidad del cultivo. Dentro de las principales enfermedades de canopia se encuentra la
podredumbre gris, causada por Botrytis cinerea. Morfolégicamente se caracteriza por
poseer micelio de color gris pardo y por la abundante esporulacion (Arias y Jerez, 2008).
Presenta una amplia distribuciéon en zonas templadas y himedas, favoreciendo su
desarrollo a temperaturas entre 10 y 25 °C, aproximadamente (Latorre, 2007). En el ciclo
de infeccion las esporas de B. cinerea pueden ser producidas sobre cualquier material
vegetal y transportadas grandes distancias por corrientes de aire. El hongo puede
sobrevivir como saprdfito en restos vegetales o como formas de resistencia llamadas
esclerocios, los cuales pueden formarse en los diferentes tejidos (SENASA, 2020). La
infeccién comienza con la adhesion y germinacion de las esporas sobre la superficie del
huésped, luego ingresa al tejido vegetal a través de heridas, aberturas naturales o
mediante enzimas que degradan la pared celular, lo cual facilita la penetracién del hongo
hacia el interior del tejido del hospedante (Benito et al. 2000).

La podredumbre gris es considerada una de las enfermedades de mayor importancia a
nivel nacional e internacional. Esta enfermedad se puede presentar durante todas las
etapas de la cadena productiva de la vid siendo en el campo, donde se producen los
mayores dafos (Botiux et al. 2014). En Mendoza generalmente se puede observar en



racimos desde inflorescencia hasta cosecha cuando se dan las condiciones climéticas
predisponentes para su desarrollo (Arias y Escoriaza, 2016). Puede producir pérdidas
que van desde el 30 al 70% de la produccion en la region de Cuyo, adquiriendo particular
importancia cuando se presentan lluvias a fin de verano e inicio de otofio, sobre todo,
cuando son acompafadas por granizo (Pizzuolo y Lucero, 2020). También, interfiere en
la fermentacion, produce cambios en el color y sabor del vino provocando pérdidas en
la produccién de vino (Mondino et al. 2012). En general, la principal herramienta
empleada para el manejo de las podredumbres son los fungicidas de sintesis quimica,
con una notable variedad de principios activos desarrollados a lo largo de los afios para
controlar B. cinerea. Este hecho se encuentra en estrecha relacion con la importancia
de la enfermedad y a la facilidad con la cual progresa y se multiplican cepas resistentes
a ellos (Pizzuolo y Lucero, 2020). Para un adecuado control de la podredumbre gris es
necesario actuar de forma preventiva, respetando los momentos oportunos de
aplicacion de funguicidas y acompafiando con buenas practicas culturales, favoreciendo
condiciones ambientales que perjudican la propagacion del hongo (Arias y Escoriaza,
2016). En el manejo tradicional de la vid generalmente se utilizan fungicidas de sintesis
guimica, muchos de los cuales no son selectivos por lo que afectan tanto al patégeno
como a organismos benéficos generando un desequilibrio ecolégico, pudiendo afectar
la salud humana, contaminando suelo, aire y agua. Segun estudios de Uliarte y
colaboradores (2019), en la pulverizacion con agroquimicos para el control de plagas
gueda tan so6lo el 55% del total pulverizado en las plantas, cerca del 25% en el suelo y
el resto en el aire. Un ejemplo de esto es la relacion que tiene el aumento de metales
pesados como el cobre y el cadmio en suelos agricolas (mayormente viticolas) de la
provincia de Mendoza con respecto a suelos no cultivados (Marti et al. 2011).

Los plaguicidas son o pueden ser toxicos para el ser humano y animales, pero lo son en
distintos grados y la toxicidad aguda aparece cuando se sobrepasan ciertos umbrales,
poco se conoce sobre su toxicidad cronica. En Mendoza, el 10% de las intoxicaciones
agudas son provocadas por agroquimicos; en la mayoria de los casos se trata de
agricultores u otras personas gue trabajan en contacto con estos productos, en general
poco capacitadas para la manipulacion de los mismos (Ferndndez et al. 2004). Dentro
de este contexto los bioinsumos en los ultimos afios han tomado relevancia. Un
biocinsumo es un producto basado en compuestos y/o extractos de microorganismos o
plantas, o de microorganismos vivos, capaces de mejorar la productividad (o
rendimiento), calidad y/o sanidad al aplicarlos sobre cultivos vegetales, (Gerwick y
Sparks, 2014). Estos productos tienen sus origenes en los “biopreparados” que se
desarrollaron a lo largo de la historia a partir de la observacion empirica de los procesos
y efectos que tenian dichos productos (Mamani de Marchese y Filippone, 2018). Un
aspecto importante a destacar de estos insumos, es que la elaboracion de muchos de
ellos se realiza a partir de desechos organicos de la agroindustria, por lo que se reutilizan
para generar nuevos productos, disminuyendo el impacto de la actividad, cerrando el
ciclo de materiales, lo cual convierte este tipo de practicas en una actividad sostenible
(Lecuona, 2018). Segun su aplicacién, dentro de los bioinsumos es posible identificar
tres grandes grupos, entre ellos: biofertilizantes, biocontroladores y microorganismos
efectivos (Whelan, 2019). Entre los biocontroladores se encuentran los tés de compost
y los bioles, los cuales contienen abundancia y diversidad de microorganismos
benéficos adecuados para diferentes situaciones (Ingamn, 2005). EI compost es el
producto final de un proceso aerobio controlado (principalmente temperatura vy
humedad) denominado compostaje, mientras que el té de compost es un extracto de
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compost con agua. La calidad del té esta dada por la calidad del compost que se utilice
(Ingamn, 2005). Existen diferentes tipos de tés de compost, los aireados (TA) y no
aireados (TNA), éste ultimo requiere bajos niveles de oxigeno por lo que se prepara en
recipientes cerrados. Los organismos presentes en los tés son aquellos que ya se
encontraban en el compost. Por su parte el biol (B) es un abono orgéanico liquido,
resultado de la descomposicion de los residuos frescos de animales y vegetales (guano,
rastrojos y otros) suspendidos en agua, en ausencia de oxigeno. El tiempo de
descomposicion y fermentacion para la obtencion del B se encuentra en relacién al clima
(INIA, 2008). Uno de los beneficios del t¢é de compost es el control de plagas en los
cultivos. Las interacciones bioldgicas que dan como resultado el control o la disminucién
de la plaga en un cultivo son complejas, dinamicas y dependen de relaciones intrinsecas
de los cultivos y de los factores ambientales. Se conoce que los organismos presentes
en el té de compost actlan a través de diferentes mecanismos para combatir las plagas,
es importante destacar que estos no son mutuamente excluyentes. Los mecanismos
son antibiosis, competencia, resistencia inducida y parasitismo (Hatam et al. 2015).
Segun Martin y Brathwhite (2012), existe evidencia cientifica que comprueba que tanto
el TA como el TNA pueden controlar algunas enfermedades. Si bien el B es un
biofertilizante con propiedades, insecticidas, fitorreguladoras e inoculantes (Flores,
2018), hasta el momento existen pocos trabajos que demuestren su eficacia como
fungicida.

En funcidn de lo expuesto anteriormente se propone evaluar en esta tesina la capacidad
de biocontrol de los diferentes bioinsumos mencionados sobre B. cinerea, para ser
empleado dentro de un manejo integrado de plagas a nivel local, tendientes a una
agricultura sostenible.

2. HIPOTESIS

Los tés de compost y el biol controlan el crecimiento de B. cinerea en condiciones de
laboratorio en ensayos in vitro.

Las aplicaciones preventivas de los tés de compost y el biol resultan mas efectivas para
limitar el crecimiento de B. cinerea.

Los tés de compost y el biol controlan el crecimiento de B. cinerea en condiciones de
laboratorio en ensayos in vivo.

3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto inhibitorio de los tés de compost y biol sobre el crecimiento de B.
cinerea en ensayos in vitro e in vivo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la capacidad inhibitoria del té de compost aireado, no aireado, la mezcla de
ambos y el biol, sobre el crecimiento micelial de B. cinerea en placa de Petri.

Determinar el momento oportuno de aplicacion de los bioinsumos en ensayos in vitro de
modo de encontrar el mas eficiente para inhibir el crecimiento de B. cinerea.



Evaluar la incidencia y severidad de B. cinerea en racimos de vid cultivar Cabernet
sauvignon, tratados con té de compost aireado, no aireado, la mezcla de ambos y biol
en condiciones de laboratorio.

4. MATERIALES Y METODOLOGIA
4.1. PREPARACION DEL INOCULO

El patégeno B. cinerea se aislé de racimos de plantas de vid infectadas naturalmente,
ubicadas en el campo experimental del INTA EEA Mendoza, Lujan de Cuyo. Fue
aislado, purificado y repicado en placas de Petri con medio de cultivo APG al 2%
acidificado y se mantuvo en estufa de cultivo en condiciones controladas de oscuridad
y temperatura a 25 °C. Tanto para los ensayos in vitro como in vivo se emplearon
colonias de 15 dias de crecimiento. Asimismo, para los ensayos in vivo se utilizé una
solucion de 10° conidios/mL.

4.2. PREPARACION DE BIOINSUMOS
4.2.1. Compost

El compost se elaboré mediante pilas volteadas en la EEA INTA Mendoza, para ello se
utilizé una mezcla de orujo agotado, guano de cabra, hojas y alfalfa, en una proporcién
en volumen de 1:1:3:0,5, respectivamente (Funes et al. 2019).

4.2.2. Bioinsumos liquidos

Los tés de compost aireado (TA) y no aireados (TNA) se obtuvieron a partir de una
proporcion de 3 partes de agua por una parte de compost (3:1). Para preparar el TA, el
compost y el agua se colocaron en recipientes de plastico por 48 h, con aireadores para
sostener una concentracion adecuada de oxigeno. En el caso del TNA, el compost con
agua se mantuvo por 10 dias en un recipiente cerrado, donde se agit6 una vez por dia
para homogeneizar la mezcla sin abrir el recipiente. Tanto el TA como el TNA fueron
filtrados con un lienzo al finalizar su preparaciéon. En tanto, la mezcla (M) se obtuvo de
la combinacion del TA'y TNA en una proporcion de 1:1. El biol (B) se elaboré en base a
lo sugerido por la FAO (2010) en un recipiente de 200 L, sin aireacion, durante 4 meses.
Para su utilizacion se diluyé al 10%, tanto para los ensayos in vitro como in vivo. Todos
los bioinsumos se conservaron en frascos color caramelo y en heladera a 4 °C hasta su
posterior utilizacion.

4.3. ENSAYOS IN VITRO

Para determinar la capacidad de control de los bioinsumos TA, TNA, My B contra el
patdgeno B. cinerea se realizaron ensayos de cultivos duales en placas de Petri. La
metodologia empleada fue de Wells, ya que resultdé la mas efectiva en ensayos
preliminares (no presentados en esta tesina). Esta consistié en realizar un orificio de 6
mm de diametro a 10 mm del borde de una placa de Petri con 20 mL de medio sélido
APG 2%. La base de cada orificio se sellé con 15 yL de medio. Luego en cada orificio
se colocaron 70 uL de cada producto (TA, TNA, My B). Asimismo, enfrentado a cada
orificio, a 10 mm del borde y en el otro extremo de la placa, se colocé un disco de 6 mm
diametro de B. cinerea (Figura 1y 2). El control consistié en la siembra del patégeno



enfrentado con agua estéril. Ademas se realizaron observaciones macro vy
microscopicas de los microorganismos predominantes en los bioinsumos utilizados.

Figura 1. (A) Placas de Petri e instrumentos utilizados en los ensayos in vitro realizados en campana de
flujo laminar. (B) Tubos Eppendorf con los tratamientos. (C) Micropipeta automatica. (D) Estufa de
crecimiento.

Figura 2. Cultivos duales en Placa de Petri, a la derecha se observa un Well con tratamiento TAy a la
izquierda un disco con B. cinerea.

Se realizaron tres ensayos: preventivo, co-inoculado y curativo, con el fin de evaluar el
momento mas oportuno de aplicacion del tratamiento con respecto al patégeno. Se
realizaron 7 repeticiones por cada tratamiento, cada repeticion consistié en una placa
de Petri. En el caso del preventivo primero se colocaron los bioinsumos en los Wells
(para favorecer el crecimiento de los microorganismos), se mantuvieron en estufa de
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cultivo durante 7 dias, momento en el cual se sembro el patégeno. En el co-inoculado
se colocaron tanto los bioinsumos como los discos de B. cinerea al mismo tiempo.
Finalmente, en el ensayo curativo, se sembrd primero el patégeno, las placas se
colocaron en estufa de cultivo y a las 48 h se aplicaron los bioinsumos. En todos los
casos las placas se mantuvieron en estufa de cultivo a 25 °C en oscuridad hasta el
momento de la finalizacion y evaluacion de los ensayos. Esto ocurrié cuando el control
alcanzo el borde de la placa. Se realizaron las evaluaciones midiendo el crecimiento
radial del hongo enfrentado con cada producto. Luego se calcul6é el porcentaje de
inhibicién del crecimiento de B. cinerea, empleando la siguiente férmula (Yasmeen et al.
2009).

Porcentaje de inhibicion = C - T x 100.
C
C = Medicién en cm del crecimiento de B. cinerea en los controles.
T = Medicién en cm del crecimiento de B. cinerea en presencia de los tratamientos.

4.4. ENSAYO IN VIVO

Se realiz6 un ensayo en racimos de vid cultivar Cabernet sauvignon en laboratorio, para
determinar el efecto de los diferentes tratamientos sobre la podredumbre gris. Para ello
se recolectaron racimos sanos, maduros y de tamafio homogéneo provenientes de
vifedos conducidos en espaldero pertenecientes a INTA EEA Mendoza. Los racimos
fueron asperjados con 4 mL, quedando pequefias gotas sobre todas las bayas, con los
siguientes tratamientos: control agua (C), quimico (Q) (pyraclostrobin + boscalid: dosis
1,2 g/L), TA, TNA, M y B. Se realizaron diez repeticiones por tratamiento y cada
repeticién consistié en dos racimos que se colocaron en recipientes plasticos cerrados
herméticamente (Figura 3). Estos fueron dispuestos de manera aleatoria a temperatura
ambiente sobre mesadas en el laboratorio. A los 5 dias los racimos se inocularon
mediante aspersion con una solucién de 10° conidios/mL de B. cinerea. Se empleé el
método preventivo, porgue resultd el tratamiento mas efectivo en los ensayos in vitro.

Figura 3. Racimos de vid en camara himeda sometidos al tratamiento M e inoculados con el patdgeno.

A los 10 dias se evaluo la incidencia y severidad de la podredumbre gris en todos los
tratamientos realizados, para ello se emplearon las siguientes formulas.
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Incidencia: porcentaje de racimos afectados en relacion al total de racimos evaluados
(Poaquiza, 2015).

Formula incidencia = (RA/ T) X 100

RA: n° de racimos afectados.

T: total de racimos (sanos + enfermos).

Severidad: porcentaje del area del racimo afectado (Poaquiza, 2015).

Formula severidad = (3 ARE) / ATR x100

ARE (area del racimo enfermo): numero de racimos enfermos x grado (Tabla 1).
ATR (&rea total del racimo): nimero total de racimos x mayor nimero de grado.

Tabla 1. Escala para medir severidad en los racimos afectados por B. cinerea.

Grado | % Afectado
0
1%-25%
26%-50%
51%-75%
>75%

AIWIN|FLO

4.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar el efecto de los tratamientos in vitro e in vivo se realizo el andlisis de la
varianza con comparacion de medias utilizando el test LSD Fischer (p<0,05), previa
comprobacion de los supuestos de normalidad. Cuando no se cumplieron los supuestos,
los datos se analizaron mediante el test de Kruskal-Wallis (p<0,05). Se utilizé el software
estadistico Infostat 2017 p®.

5. RESULTADOS
5.1. ENSAYOS IN VITRO

Los microorganismos observados variaron de acuerdo al bioinsumo analizado, tanto en
el TA, TNA como en la M se presentaron principalmente hongos, entre ellos podemos
mencionar, Trichoderma sp., Penicillum sp., Aspergillus sp., asimismo algunas bacterias
y levaduras. Mientras que el B se diferencié de los anteriores ya que sélo se observo la
presencia de bacterias y levaduras.

5.1.1 Preventivo

Los resultados obtenidos mostraron que en condiciones in vitro y aplicando
preventivamente los diferentes tratamientos, todos los bioinsumos inhibieron el
crecimiento de B. cinerea respecto del control en un 54,07 + 14,25% en el tratamiento
TA,un51,79+7,19% enlaM,un 50 £ 3,47% en el TNAy un 45,49 + 4,69% en el B. Es
importante destacar que no se observaron diferencias estadisticas significativas entre la
My el TNA, con respecto al TA y al B. Sin embargo, el TA y el B si se diferenciaron
significativamente entre ellos, siendo el TA el tratamiento que mejor control6 al patbgeno
(Figura 4y 5).
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion (%) del crecimiento de B. cinerea in vitro en la aplicacion preventiva de

TA (té de compost aireado), M (mezcla de los tés de compost aireado y no aireados), TNA (té de compost

no aireados) y B (biol).*Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05). Analisis no paramétrico, Kruskal Wallis (p<0,031).
Valores expresados en Porcentaje de inhibicion (%) + desviacion estandar.

Figura 5. Placas de Petri con B. cinerea a laizquierda y a la derecha Well con C (control), TA (té de compost

aireado), M (mezcla de té de compost aireado y no aireado), TNA (té de compost no aireado) y B (biol)
aplicados de forma preventiva.

5.1.2 Co-inoculado

Los resultados obtenidos mostraron que en condiciones in vitro y aplicando al mismo
tiempo los diferentes tratamientos y el patdgeno, todos inhibieron el crecimiento de B.
cinerea entre 38,01 + 3,86% enla M, 37,88 + 17,14% en el TNA, 37,45+ 1,9% en el B
y 32,83 £ 8,22% en el TA. Asimismo, es importante destacar que no se observaron
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (Figura 6 y 7).
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Figura 6. Porcentaje de inhibicion (%) del crecimiento de B. cinerea in vitro en la aplicacion co-inoculada de
M (mezcla de los té de compost aireado y no aireados), TNA (té de compost no aireado), B (biol) y TA (té

aireado).*Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05). Andlisis no paramétrico, Kruskal Wallis (p<0,4725,). Valores
expresados en porcentaje de inhibicion (%) + desviacién estandar.

Figura 7. Placas de Petri con B. cinerea a la izquierda, y a la derecha Well con C (control), M (mezcla de té

de compost aireado y no aireado), TNA (té de compost no aireado), B (biol) y TA (té de compost aireado)
aplicados de forma co-inoculada.

5.1.3 Curativo

Los resultados obtenidos mostraron que en condiciones in vitro y aplicando de forma
curativa los diferentes tratamientos, todos inhibieron el crecimiento de B. cinerea sin
mostrar diferencias estadisticas significativas entre ellos, presentando los siguientes
valores un 36,03 + 6,06% en el TA, 33,26 +4,45% en el B, 28,57 £10,67% en el TNA Yy

27,08 £ 13,39% en la M. Aunque el TA fue el que presentdé mayor control sobre el
patdégeno (Figura 8y 9).
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Figura 8. Porcentaje de inhibicién (%) del crecimiento de B. cinerea in vitro en la aplicacion curativa del TA
(té de compost aireado), B (biol), TNA (té de compost no aireado) y M (mezcla de los té de compost aireado

Yy no aireado). *Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05). Andlisis no paramétrico, Kruskal Wallis (p<0,2405). Valores
expresados en Porcentaje de inhibicion (%) + desviacién estandar.

Porcentaje de inhibicion (%)

Figura 9. Placas de Petri con B. cinera a la izquierda, y Well con C (control), TA (té de compost aireado),
B (biol), TNA (té de compost no aireado) y M (mezcla de té de compost aireado y té de compost no aireado),
aplicados de forma curativa a la derecha.

5.1.4 Comparacion de los diferentes métodos de aplicacion de los tratamientos

En los resultados obtenidos del ensayo donde se compararon los diferentes momentos
de aplicacion (preventivo, curativo y co-inoculado) de los bioinsumos (TA, TNA, My B),
se observéd que en general la aplicacion preventiva presenté el mayor porcentaje de
inhibicién de crecimiento micelial de B. cinerea.

Los porcentajes de inhibicion que se observaron en las aplicaciones del TA de manera
preventiva, curativa y co-inoculada fueron: 54,07 + 14,25%, 36,03 = 6,06% y 32,83 £
8,22% respectivamente (Figura 10 y 11).
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Figura 10. Porcentaje de inhibicion (%) del crecimiento de B. cinerea in vitro con el bioinsumo TA (té de
compost aireado), comparando los diferentes métodos de aplicacion preventivo, curativo y co-

inoculado.*Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05). Analisis no paramétrico, Kruskal Wallis (p<0,028). Valores
expresados en Porcentaje de inhibicion (%) + desviacién estandar.

Preventivo Curativo Co-inoculado

T

Figura 11. Placas de Petri con B. cinerea a la izquierda y Well con el bioinsumo TA (té de compost aireado)
aplicados de forma preventiva, curativa y co-inoculada a la derecha.

Los porcentajes de inhibicién que se observaron en las aplicaciones del TNA de manera
preventiva, co-inoculada y curativa fueron: 50,00 + 4,96%, 37,58 + 4,59% y 28,57 *
4,59% respectivamente (Figura 12 y 13).
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Figura 12. Porcentaje de inhibicion (%) del crecimiento de B. cinerea in vitro con el bioinsumo TNA (té de
compost no aireado), comparando los diferentes métodos de aplicacion preventivo, co-inoculado y

curativo.*Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05). Andlisis de la varianza (p<0,0192). Valores expresados en
Porcentaje de inhibicién (%) + desviacion estandar.
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Preventivo Co-inoculado Curativo

Figura 13. Placas de Petri con B. cinerea a la izquierda y Well con el bioinsumo TNA (té de compost no
aireado) aplicado de forma preventiva, co-inoculada y curativa a la derecha.

Los porcentajes de inhibiciébn que se observaron en las aplicaciones de M de manera
preventiva, co-inoculada y curativa fueron: 51,79 + 3,68%, 38,01 + 3,41% y 25,37 £
3,68% respectivamente (Figura 14 y 15).
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Figura 14. Porcentaje de inhibicion (%) del crecimiento de B. cinerea in vitro con el bioinsumo M (mezcla de
los tés de compost aireado y no aireado), comparando los diferentes métodos de aplicacion preventivo, co-

inoculado y curativo. *Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05). Andlisis de la varianza (p<0,0005). Valores
expresados en Porcentaje de inhibicion (%) + desviacion estandar.

Preventivo Co-inoculado Curativo

Figura 15. Placas de Petri con B. cinerea a la izquierda y Well con el bioinsumo M (mezcla de los tés de
compost aireado y no aireado) aplicado de forma preventiva, co-inoculada y curativa a la derecha.
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Los porcentajes de inhibicion que se observaron en las aplicaciones del B de manera
preventiva, co-inoculada y curativa fueron: 45,49 + 1,47%, 37,45 + 1,47% y 33,26 *
1,47% respectivamente (Figura 16 y 17).
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Figura 16. Porcentaje de inhibicién (%) del crecimiento de B. cinerea in vitro con el bioinsumo B (bial),
comparando los diferentes métodos de aplicacién preventivo, co-inoculado y curativo. *Diferentes letras indican

diferencias significativas (p<0,05). Andlisis de la varianza (p<0,0001). Valores expresados en Porcentaje de inhibicién (%) + desviacion
estandar.

Preventivo Co-inoculado Curativo

Figura 17. Placas de Petri con B. cinerea a la izquierda y Well con el bioinsumo B (biol) aplicado de forma
preventiva, co-inoculada y curativa a la derecha.

5.2. ENSAYO IN VIVO
5.2.1 Incidencia de B. cinerea en racimos de vid cultivar Cabernet sauvignon

De acuerdo a los resultados obtenidos en condiciones in vivo, cuando se compararon
los diferentes tratamientos se observaron porcentajes de incidencia entre 61,11 *
33,33% en el Q, 87,50 = 23,15% en el B, 88,89 + 22,05% tanto en el TA como en el
TNA, 94,44 + 16,67% en la My 100% en el C. Es importante destacar que existe
diferencia estadisticamente significativa del Q con respecto al C y M, siendo el Q el que
muestra menor incidencia. Asimismo, el TA, TNA y B se encuentran en una posicién
intermedia ya que no se diferencian del C y del Q (Figura 18).
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Figura 18. Porcentaje de incidencia (%) de la podredumbre gris causada por B. cinerea en racimos de vid
cultivar Cabernet sauvignon con los tratamientos: Q (quimico), B (biol), TA (té de compost aireado), TNA

(té de compost no aireado), M (mezcla de los tés de compost aireado y no aireado) y C (control). *Diferentes
letras indican diferencias significativas (p<0,05). Analisis no paramétrico, Kruskal Wallis (p<0,013). Valores expresados en Incidencia (%)
+ desviacion estandar.

5.2.2 Severidad de B. cinerea en racimos de vid cultivar Cabernet sauvignon

De acuerdo a los resultados obtenidos en condiciones in vivo, al comparar los diferentes
tratamientos se observaron porcentajes de severidad desde un 18,22 + 8,97% en el
tratamiento Q, 29,33 £ 13,87% en el TA, 32,11 + 21,87% en la M, 37,75 + 18,81% en el
B, 39,00 + 21,14% en el TNA y 48,75 + 16,93% en el C. Los resultados mostraron que
el TA, la My el Q no se diferenciaron entre ellos, mientras que si se diferencian
significativamente del C. Sin embargo todos los bioinsumos se comportaron de manera
similar, sin diferenciarse entre si (Figura 19 y 20).
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Figura 19. Porcentaje de severidad (%) de podredumbre gris causada por B. cinerea en racimos de vid con
aplicaciones preventivas de los tratamientos: Q (quimico), TA (té de compost aireado), M (mezcla), B (biol),

TNA (té de compost no aireado) y C (control). *Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05). Andlisis no
parameétrico, Kruskal Wallis (p<0,009). Valores expresados en Severidad (%) + desviacion estandar.
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Figura 20. Severidad de podredumbre gris en racimos de vid mantenidos en camara himeda con
aplicaciones preventivas de los tratamientos: Q (quimico), TA (té de compost aireado), M (mezcla de té de
compost aireado y no aireado), B (biol), TNA (té de compost no aireado) y C (control).

6. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo ponen de manifiesto la importancia de evaluar
productos alternativos, como son los bioinsumos como parte de una estrategia de
manejo integrado de las principales enfermedades en vid, tendientes a una agricultura
sostenible. En los ensayos in vitro, se observo cierto grado de inhibicién de crecimiento
del patégeno con todos los bioinsumos utilizados, en los tres momentos de aplicacion,
presentando una gran variabilidad en el comportamiento. Los resultados mostraron que
en general los tés de compost presentaron mayor capacidad de biocontrol que el B, y
dentro de los primeros el TA fue el tratamiento que mas inhibidé el crecimiento del
patégeno. Esto puede deberse a las caracteristicas propias de cada bioinsumo,
relacionadas a su origen, composicion y forma de preparacion, las que condicionan las
comunidades microbianas existentes en cada uno. Un factor importante en la produccion
de los tés de compost, es la calidad del compost para obtener el té. Segun Ingam (2005)
la calidad esta dada por una buena aireacion en el proceso de compostaje ya que ese
es al habitat donde crecerdn organismos beneficiosos. Estos microorganismos
aportados por el té de compost ocupan los sitios especificos de infeccion en la superficie
de las plantas y compiten asi con los microorganismos patégenos dificultando el ingreso
a los tejidos vegetales. Dentro de estos organismos se encuentran principalmente
bacterias y hongos. Las bacterias benéficas para los cultivos compiten por alimento,
espacio y sitios de infeccién, estas tienen gran diversidad metabdlica, utilizando un
amplio rango de enzimas que degradan quimicamente una gran variedad de productos
organicos. Los hongos benéficos consumen los exudados que producen las hojas,
tallos, inflorescencias, etc., y de esta forma evitan que microorganismos patdégenos
dispongan de nutrientes para germinar o crecer. En algunos casos, los microorganismos
benéficos que se encuentran colonizando las raices u hojas, confieren resistencia a las
enfermedades activando genes que otorgan tolerancia a la enfermedad o resistencia a
la infeccion (Mac Donnell, 2018).

El hecho de que los tés aplicados de manera preventiva se comporten mejor que el B,
podria deberse en parte a que este Ultimo es un constituido principalmente por bacterias
y levaduras que tienen menor velocidad de crecimiento que los hongos, tal como se
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observo en los ensayos realizados en esta tesina. Por lo tanto es posible que el tiempo
gue requiere el B para expresar su maximo potencial sea mayor que el de los tés. Otro
aspecto que pudo haber influido en el control del patégeno fue la baja concentracién de
biol que se empled en esta tesina (10%). Tal vez sea necesario evaluar otras dosis,
como se realizé en el trabajo de Alvarez y colaboradores (2015), donde se observé una
correlacion negativa de la severidad de la enfermedad del Virus del mosaico de la
calabaza (SqMV) en cultivos de meldn, con respecto a las concentraciones del B, siendo
la dosis al 25% la que mas redujo la severidad.

Asimismo, de acuerdo al momento de aplicacion de cada tratamiento se observo que en
general el método preventivo fue el que limitd6 en mayor medida el crecimiento del
patégeno. Esto podria deberse a que tanto los tés de compost como el B estan
constituidos por un conjunto de microorganismos que interaccionan entre si,
necesitando tiempo para establecerse, desarrollarse, crecer y producir metabolitos,
algunos con propiedades antibidticas, como se observo en este trabajo, donde algunos
tratamientos producian halos de inhibiciébn que podrian corresponder a metabolitos
toxicos para el patdgeno, difusibles en el medio. Ademas, se observé competencia por
espacio en aquellos bioinsumos donde predominaron los hongos, estos resultados
concuerdan con los reportados por Hatam et al. (2015). También es posible que actuara
el micoparasitismo en los casos donde se desarrollé6 Trichoderma sp. uno de los
principales agentes de biocontrol segun diferentes autores (Sanchez 2018; L6pez-Ferrer
et al. 2017; Gajera et al .2013; Parell6 et al. 2008; Rojo et al. 2007). Cabe destacar que
estos tipos de mecanismos no son mutuamente excluyentes por lo que pudieron actuar
al mismo tiempo aumentando asi la capacidad de controlar al patégeno. Otro aspecto
importante es que la presencia viva de los microorganismos contenidos en los
bioinsumos fueron los responsables de controlar el crecimiento de B. cinerea. Esto fue
comprobado con ensayos realizados y no presentados en esta tesina, donde se
evaluaron los mismos bioinsumos filtrados, esterilizados y sin tratar. En ellos se observo
gue existié control cuando se utilizaron los bioinsumos sin tratar, concordando con los
ensayos que describen Martin y Brathwhite (2012). Este autor concluye que el efecto
supresor de los tés de compost sobre las enfermedades se pierde después de la
esterilizacion.

Para determinar el efecto de los bioinsumos en los racimos de vid, se realizaron ensayos
in vivo que consistieron en evaluar la incidencia y severidad de la enfermedad causada
por B. cinerea luego de aplicaciones con TA, TNA, B, M, Q y C de forma preventiva.
Esto fue asi en funcion de los resultados obtenidos en los ensayos in vitro y a las
recomendaciones de manejo para esta enfermedad (Arias y Escoriaza, 2016). Con
respecto a la incidencia, los resultados demostraron que todos los racimos se
enfermaron, pero con diferentes porcentajes de afectacién e independientemente del
tratamiento aplicado, diferenciandose significativamente sélo el Q, del C y M. Con
respecto a la severidad si hubo porcentajes de afectacion diferentes segun el bioinsumo
aplicado, siendo los insumos TA, M y Q los que menor severidad presentaron sin
diferencia entre ellos pero diferenciandose del C. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Evans et al. (2012) donde los tés de compost realizados a partir de
compost inmaduro y aplicados en hojas y frutos de manera preventiva sobre plantas de
vid Cabernet sauvignon, disminuyeron la severidad de enfermedades como la
podredumbre gris (B. cinerea) y oidio (O. tuckeri), comparandolos con controles agua
estéril y agua clorada.
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Si bien los bioinsumos estudiados en esta tesina mostraron cierto control del patégeno,
es posible que para mejorar la capacidad de biocontrol preventiva sea necesario realizar
mas aplicaciones para favorecer el establecimiento de los organismos presentes. Otro
aspecto a destacar es que tanto en los ensayos in vitro como en los in vivo el TA fue el
bioinsumo que presentd resultados mas prometedores de control de B. cinerea, esto
podria deberse a que la presencia de oxigeno aumente la masa y diversidad microbiana
(Martin y Brathwhite, 2012). Los resultados de este trabajo concuerdan con los
reportados por Xinxin Li y colaboradores (2019), donde el TA evaluado in vitro control6
a Verticillium dahliae patégeno de frutilla en méas del 90% e in vivo el mayor porcentaje
de inhibicién fue con aplicaciones preventivas.

Con respecto a la comparacion de los tés y contrariamente a los resultados de este
trabajo, ensayos realizados por Scheuerell y Mahaffee (2006) concluyeron que la
aireacion del té de compost no aumentd significativamente la supresion de la
enfermedad en comparacion con los tés de compost no aireados, destacando a estos
altimos como la mejor alternativa. También concluyeron que la disminucién de B. cinerea
en geranio no es comercialmente aceptable, gracias a la alta variabilidad biol6gica que
presentan los tés de compost, aunque destaca su importancia para las producciones
organicas donde este tipo de control seria una opcion rentable, debido a las restricciones
en la utilizaciébn de compuestos quimicos para el control de enfermedades. Si bien
existen numerosos estudios sobre estos productos, los resultados son muy variables y
ello depende de varios factores tanto en la produccion como en la aplicacion, por lo tanto
para mejorar su eficiencia seria conveniente la estandarizacion de protocolos (Mac
Donnell, 2018). Cabe destacar que las experimentaciones realizadas no permitieron
evaluar los mecanismos de resistencia inducida y parasitismo, los cuales podrian
sumarse a los observados, mayormente vinculados con competencia y antibiosis.

7. CONCLUSIONES

En ensayos in vitro, se observd que el método de aplicacion de los bioinsumos mas
eficiente es el preventivo. Los resultados demostraron que los tés de compost
principalmente TA controlan el crecimiento de B. cinerea en condiciones de laboratorio.
En tanto en los ensayos in vivo se concluye que el TAy M aplicados en forma preventiva
sobre racimos de vid disminuyeron la severidad de la podredumbre gris causada por B.
cinerea. Finalmente el conocimiento aportado por esta tesina sobre la utilizacion de los
bioinsumos como controladores de B. cinerea en vid resulta relevante ya que podria ser
una herramienta de manejo accesible y de bajo costo para los pequefios y medianos
productores de vid. Asimismo, tienen otra ventaja ya que la produccion de compost y
tés de compost se genera a partir del aprovechamiento local de residuos, donde estos
vuelven a ser un insumo, cerrando el ciclo de materiales, promoviendo la sostenibilidad
de los procesos. También es importante destacar que estos bioinsumos son un aliado
en el manejo integral de plagas. Este manejo tiende a reducir el impacto ambiental y
social en la produccion de alimentos y busca controlar a las plagas utilizando la menor
cantidad de compuestos quimicos, fortaleciendo las buenas practicas agricolas. De la
misma manera, al poseer multiples formas de accion, estos bioinsumos dificultan la
aparicion de resistencias, tal como si se observan al utilizar productos de sintesis. Seria
interesante, continuar estudiando el mecanismo de accion y el comportamiento de estos
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bioinsumos en interaccién con el medio ambiente, haciendo pruebas a campo, como asi
también en otros cultivos con otras enfermedades.
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