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1. RESUMEN

Los vifledos son reservorios naturales de diversidad bioldgica. La diversidad encontrada
en los suelos de vifiedos es determinante no solo por las propiedades fisico-quimicas y
nutricionales del suelo, sino también por la salud, el rendimiento y la calidad de la uva.

El principal inconveniente que encontramos en los cultivos de vid y especialmente en
plantaciones de vifiedo joven son las enfermedades fungicas de madera que afectan de
manera importante al cultivo de la vid. Las plantas infectadas muestran alteraciones
internas en la madera como necrosis y pudriciones, dando lugar a un menor desarrollo
de la planta e incluso la muerte. Actualmente, se utilizan diversos productos
fitosanitarios de origen quimico para combatir dichas enfermedades, lo cuales pueden
no ser inocuos y cuando entran en la cadena alimentaria originar alteraciones en la salud
humana. Ademas, segun el tipo de agricultura, estardn o no autorizados para su empleo.
En su lugar, se pueden utilizar medidas de control biol6gico caracterizado por el uso de
microorganismos para combatir los distintos agentes que causan las enfermedades
derivador de la informacién obtenida al utilizar técnicas moleculares basadas en el
analisis del ADN. Estas técnicas permitirdn detectar de una forma precisa y precoz la
presencia/ausencia de microorganismos en suelos viticolas y en la cepa en si para,
posteriormente, tomar medidas acordes respetando en todo momento el cultivo.

Por ello, la presente revision bibliografica analiza las nuevas tecnologias utilizadas para
la deteccion, identificacion y caracterizacion de microorganismos, mediante el empleo
de técnicas moleculares (PCR y sus derivadas y secuenciacion) en casos particulares
o en enfermedades fungicas relevantes en el vifiedo.

2. INTRODUCCION

En el afio 2017, el area total mundial de vifiedo alcanzo6 los 7.5 millones de hectareas,
méas de la mitad se encuentran en el continente europeo. Espafia cuenta con una
superficie de 1.1 millones de hectéareas, seguido de Francia e Italia (OlV, 2017).

Como todos los cultivos alberga un reservorio natural de microorganismos, que
interactlan con ella, juegan un papel importante en la evolucién de la uva, y, en la
fermentacion y produccion del vino (Pinto et al., 2014, entre otros). Las poblaciones de
microorganismos presentes en el suelo del vifledo estan influenciadas por las
propiedades fisico-quimicas y nutricionales del suelo, por las condiciones externas
como la ubicacién del vifiedo, las practicas viticolas, la variedad de la vid, el rendimiento
y la calidad de la uva (Morgan et al., 2017). Dichos microorganismos se conocen como
el microbioma de la vid y se compone de hongos filamentosos, levaduras y bacterias.

El microbioma influye en las relaciones planta-suelo, por ello es importante controlar los
microorganismos, no solamente en el suelo, sino también dentro de la planta. Dentro
del microbioma del suelo, las plantas y los hongos se pueden establecer tres tipos de
interacciones: (i) simbiosis: la interaccion puede resultar beneficiosa o neutra, ya que
aumentan la disponibilidad de los nutrientes y estimula el desarrollo de la planta. (ii)
competencia: se genera competencia por el espacio y los nutrientes, inhiben el
crecimiento de patdgenos y producen metabolitos antibidticos, y por ultimo (iii)
patogenicidad: se produce un debilitamiento de la planta. Estos microorganismos
también pueden influir sobre la planta y sobre todo en la sucesién biologica de la bodega,
pudiendo arrastrarse desde el vifiedo hasta la misma (Pinto et al., 2016)

Para conocer el microbioma de la vid se nos plantean tres cuestiones importantes, la
primera referida a qué microorganismos estan presentes en el medio ambiente, la
segunda cual es su comportamiento y la tercera cuestion como afectan al vifiedo las

poblaciones de esos microrganismos.
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Para responder a la primera de las cuestiones, se requiere aplicar métodos de analisis
genéticos de gran precision, a nivel intraespecifico puesto que pequefas variaciones
genéticas pueden afectar de forma distinta a la calidad de uva o vino. Para la segunda
y tercera cuestiones, la identificacion debe ser complementada mediante la evaluacion
de sus propiedades fenotipicas y genotipicas y también a nivel cuantitativo y fisiolégico.

La viticultura es el sector agricola en el que se utilizan mas tratamientos fitosanitarios
(plaguicidas, fungicidas, herbicidas, etc.) para el control de plagas y enfermedades por
su valor afladido de producto (Pinto et al., 2016). Estos tratamientos no son inocuos, y
tienen consecuencias tanto desde el punto de vista ecoldgico, puesto que afectan a la
vid y al entorno, como sanitarias ya que cuando entran en la cadena alimenticia pueden
influir de una forma indirecta en la salud humana. Los distintos paises establecen
legislaciones para garantizar la sostenibilidad de las plantaciones y, junto con los
consejos reguladores de las Denominaciones de Origen, también establecen requisitos
de calidad tanto en la viticultura como en las practicas de enologia cuyo objetivo es
definir estandares de calidad.

Los reglamentos que se aplican para regular todas las actividades se recogen en el
Reglamento (CE) 128/2009, en el que la Comisién Europea establecié una serie de
normas para el uso sostenible de plaguicidas a fin de reducir los riesgos y los impactos
del uso de plaguicidas en la salud de las personas y en el medio ambiente. Una de las
claves del reglamento determina que "...cada Estado miembro debe desarrollar y
adoptar su Plan de accién nacional y establecer objetivos cuantitativos, metas, medidas
y calendarios para reducir los riesgos y los impactos del uso de plaguicidas en la salud
humana y el medio ambiente, y fomentar el desarrollo y la introducciéon del manejo
integrado de plagas y de enfoques o técnicas alternativos para reducir la dependencia
en el uso de plaguicidas".

El uso de productos fitosanitarios y sus limites maximos residuales (LMR) en la Union
Europea esta regulado por el Reglamento (CE) n°396/2005, el cual afecta directamente
a la salud publica y es pertinente para el funcionamiento del mercado interior. Y
establece que, “...en favor de la libre circulacion de mercancias, de la equidad de las
condiciones de competencia entre los Estados miembros, asi como de un nivel elevado
de proteccion de los consumidores es conveniente fijar a escala comunitaria los limites
méaximos de residuos (LMR) en productos de origen vegetal y animal, teniendo en
cuenta las buenas préacticas agricolas”. Algunos de estos productos fitosanitarios no
estan permitidos en determinadas formas de cultivo. Los distintos tipos de agricultura
esta regulada por los Reglamentos (CE) n® 834/2007 y n° 889/2008, y el n° 203/2012
que madifica el Reglamento (CE) n® 889/2008 y certificada por distintos organismos
dependiendo del pais en el cual nos encontremos (Tabla 1).

Tabla 1. Ejemplos de simbolos y organismos de certificacién de los distintos tipos de agricultura
segun el &mbito geografico afectado (Fuente: elaboracion propia).

Agricultura ecoldgica UE

Certificacion internacional ecolégica
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"t Etiqueta ecoldgica europea
Eu NE

Ecnliel

Certificacion internacional ecoldgica

@ SOHISCERT  Entidad de certificacidon Agroalimentaria

. Certificacion agricultura biolégica francesa

Certificacién organica

A mediados del siglo XIX, ya se sabia que la transformacion de la uva en vino era el
resultado de un proceso microbiano descrito por Luis Pasteur (revisado entre otros, por
Bokulich et al., 2016). Desde entonces, la diversidad de la microbiota del vifiedo, de la
uva y del vino ha sido ampliamente investigada, utilizando los métodos disponibles en
cada momento, inicialmente, métodos microbioldgicos tradicionales que implican el uso
de la microscopia, el cultivo en diferentes medios y el analisis de algunas caracteristicas
bioquimicas. A lo largo de los afios, se han realizado numerosos estudios relacionados
con el microbioma de la vid, presentando distintas dificultades como: (i) los sintomas
externos presentan una gran inestabilidad, es decir, se ha demostrado que las plantas
afectadas pueden desarrollar sintomas externos durante un ciclo vegetativo y no
mostrarlos al afio siguiente (Di Marco et al., 2000); (ii) la aparicion de los sintomas de
cada enfermedad se relaciona con factores como las condiciones climaticas,
principalmente la humedad y la temperatura (Surico et al., 2004); (iii) la sintomatologia
es versatil, multiple, compleja y a veces confusa ya que un mismo sintoma puede
asociarse a varias patologias.

Actualmente, debido a las evidentes consecuencias de la actividad microbiana, se han
propuesto diferentes métodos para diagnosticar las condiciones fitosanitarias de los
viledos (Belda et al., 2017). Entre ellas encontramos el uso de imagenes aéreas
multiespectrales tomadas por satélite o por drones, técnicas moleculares basadas en
ADN como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Cococlin et al., 2013; Wang
et al.,, 2014; Abbasian et al., 2015). Una variante de esta técnica, la qPCR (PCR
cuantitativa) o RT-PCR (PCR a tiempo real), permite ademas cuantificar las poblaciones
de cada especie, cepa o tipo de microorganismos presentes en las muestras. Cabe
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destacar que, las dos Ultimas décadas han estado caracterizadas por un cambio
importante en los enfoques utilizados para el examen microbiano, debido a la
introduccion de distintos métodos moleculares que incluyen los siguientes: SSCP
(Single Stranded Conformational Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment Length
Polimorphism), RAPD-PCR(Random Amplified Polymorphic ADN-PCR) , RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphisms) y ARISA (Automated Ribosomal
Intergenic Spacer Analysis) que han sido empleados para estudiar el perfil genético de
la diversidad microbiana de la vid y el vino (Bruison et al., 2012), y en particular, aquellos
basados en los espaciadores genéticos de los genes del ADNr (ADN ribosémico).
También la secuenciacion del ADN, especialmente cuando se apoya en la amplificacion
mediante PCR o utiliza nuevas plataformas desarrolladas en este siglo es de gran
utilidad para comprender y diagnosticar enfermedades (Kchouck et al., 2017).

El empleo de nuevas técnicas moleculares permite detectar la mayoria de los
microorganismos (tradicionalmente ignorados) presentes en muestras complejas vy
deducir las interacciones de la microbiota del vifiedo con su estado sanitario y
productivo. Para este tipo de analisis, se deben disefar algoritmos que permitan
relacionar los datos microbioldgicos de muestras ambientales (suelo, agua, ... etc.) con
aspectos como la tipicidad del vifiedo o con la ocurrencia de anomalias en el proceso
de elaboracién del vino. Asi, en los Ultimos afios se han generado gran cantidad de
datos y metadatos que permiten identificar microorganismos presentes con precision,
los cuales han dado lugar a la creacion de grandes bancos de informacion que se estan
utilizando con profusién. Este tipo de datos permiten establecer correlaciones
estadisticas entre presencia/ausencia de microorganismos con cuestiones fisioldgicas
en el vinedo y en un tiempo posterior intentar establecer relaciones causa/efecto (Belda
l. etal., 2016).

Una de las empresas mas relevantes en este sentido es BiomeMakers (véase
https://biomemakers.com), se trata de una empresa espafiola de biotecnologia con sede
en California, especializada en la identificacién y comprension del microbioma. Entre
otras aplicaciones, han desarrollado un test de monitorizacién del microbioma del suelo
del vifledo a través de wuna herramienta denominada WineSeq (véase
https://wineseg.com), que pretender relacionar los datos metagendémicos de los suelos
de los vifiedos con datos referidos a enfermedades, tratamientos y control de
microorganismos. Para el desarrollo de esta tecnologia se llevé a cabo el estudio del
microbioma del suelo de bodegas pertenecientes a 14 paises diferentes, constituyendo
un total de 1.500 muestras de tierra procedente de sus vifiedos. Gracias a estos estudios
han desarrollado una base de datos que relaciona los microbiomas asociados a las
diferentes caracteristicas del suelo.

La necesidad de realizar esta revisién bibliografica esta relacionada con la diversa
informacion que se tiene sobre la utilizacion de tecnologias novedosas que permiten
monitorear y diagnosticar las condiciones fitosanitarias del vifiedo. Ya que preservar la
salud de los vifiedos es la Unica forma de garantizar su vida futura, y para ello es
necesario comprender desde la base las posibles enfermedades y controlar y prevenir
su desarrollo en el campo. Como bien se sabe, estas técnicas aln son poco conocidas
en el mundo de la viticultura, si bien, en otros ambitos, como la salud humana estan
siendo ampliamente utilizadas.
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3. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo es revisar el conocimiento actual sobre la
caracterizacion de la comunidad microbiana del vifiedo, y sus aplicaciones a la ecologia
del vifiedo, centrdndonos en las diversas interacciones de los microorganismos con la
planta. Este tipo de conocimiento permitira desarrollar estrategias menos agresivas
enfocadas a una viticultura sostenible compatible con las cada vez mas habituales
técnicas de cultivo ecoldgicas, organicas o bioldgicas y biodinamicas, con el fin de
obtener productos inocuos para la salud de los consumidores.

Para ello, como objetivo especifico, se analizaran las técnicas moleculares disponibles
para la identificacion y caracterizaciéon del microbioma desde su inicio hasta la
actualidad. Y también se analizara la aplicacion de dichas técnicas para dos aspectos
clave en la proteccion del vifiedo:

- La identificacién de hongos micorricicos en el suelo del vifiedo y sus beneficios.
- La determinacion de agentes causales enfermedades fungicas de la madera.

4. METODOLOGIA

Para realizar la busqueda de los distintos articulos revisados en el presente trabajo, se
han utilizado varias bases de datos como: ProQuest, Scopus, Dialnet, Web of Science
y Science Direct con las palabras clave (utilizadas tanto en inglés como en espafiol):
metagenomica, microbioma del vifiedo, enfermedades fungicas de madera, micorrizas
y las siglas PCR, gPCR, ITS, RAPD, AFLP, entre otras.

4.1. CLASIFICACION DE LA BIBLIOGRAFIA
La bibliogréfica se ha clasificado en:

= Articulos generales sobre técnicas de identificacion masiva de microorganismos,
los cuales han sido utilizados para describir las distintas técnicas disponibles y
comprender su utilizacion.

= Articulos de hongos beneficiosos para el viiedo como las micorrizas.

= Articulos sobre enfermedades fungicas de la madera y sus correspondientes
ensayos utilizando estas técnicas.

4.2. REDACCION DEL TEXTO

El documento utilizado para la redaccion del texto esta basado en las normas recogidas
en “Normas de Estilo y Formato de TFG Enologia”, aunque también nos hemos basado
en la nueva propuesta aprobada por la Junta de Centro y el Comité del Grado de
Enologia, que ha entrado en vigor en el curso 2018/2019, en formato de “Normas de
Revision bibliografica para Enologia”. Ademas, hemos seguido el documento escrito por
Fernandez et al., en 2008 “Para empezar a entendernos”, en dicho articulo establece
que para realizar una buena revision bibliogréafica se deben revisar al menos 30 — 50
articulos y citar como méaximo 30. Dado que los articulos revisados son superiores a 30
articulos y que la utilizacion de estas nuevas tecnologias es reciente, algunos de los
parametros elegidos para seleccionar los distintos articulos son los siguientes:

= Relevancia de autores y numero de citaciones.

= Fecha de publicacion de articulos, teniendo en cuenta que mas del 80% de ellos
son publicados a partir de 2010.
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= Considerar que cuando la informacién esté recogida en mas de dos articulos, se
opta en poner el mas reciente o de mayor impacto.

5. ANALISIS BIBLIOGRAFICO

5.1. TECNICAS MOLECULARES DISPONIBLES PARA LA
IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DEL MICROBIOMA
DEL VINEDO

La identificacion del microbioma presente en muestras ambientales del vifiedo se apoya
basicamente en dos grupos de técnicas, que han evolucionado a lo largo del tiempo:

1. La secuenciacion nucleotidica:
2. Los marcadores moleculares

Las primeras tecnologias de secuenciacion fueron desarrolladas simultaneamente en
1977 por Sanger, de la Universidad de Cambridge y Maxam & Gilbert, de la Universidad
de Harvard (Kchouck et al., 2017). Una de estas técnicas de “primera generacion de
secuenciacion”, se convirtié en la técnica de secuenciacidbn mas utilizada por su alta
eficiencia y su amplia versatilidad (Pareek et al., 2011). A partir de 1990, cuando se
empez6 a conocer el Genoma Humano, empezaron a surgir variaciones en la técnica
de secuenciacion de Sanger, como el uso de fluorocromos no radiactivos, su
combinacién con PCR, la automatizacion de parte del proceso..., entre otras y asi, se
ha mantenido vigente durante 30 afios, y se sigue utilizando en la actualidad de forma
puntual. Sin embargo, su alto coste en términos econdmicos tanto de tiempo como de
mano de obra han limitado su utilizacion.

A partir de los afios 2000 y a raiz de la necesidad de secuenciar grandes cantidades de
ADN a bajo coste y con el mayor rendimiento posible, surgieron nuevas técnicas de
secuenciacién, dando lugar a lo que se ha denominado “segunda generacion de
secuenciacién” basada en: (1) generacion de millones de lecturas en paralelo, (2)
acortar tiempos y (3) disminuir el coste (Kchouck et al., 2017). Entre las nuevas
tecnologias encontramos tres plataformas principales como la secuenciacion de
Roche/454® que aparecié en el mercado en el afio 2005, utilizando la técnica de la
pirosecuenciacion (Mardis, 2008), que permite registrar la energia liberada durante la
rotura del pirofosfato en cada unién de un nuevo nucleétido. En 2010, Life Technologies
comercializ6 la tecnologia de secuenciacion lon Torrent TM se basa en la deteccién del
ion hidrégeno liberado durante el proceso de secuenciacion (Rothberg, 2011) y en
cuanto a las principales ventajas se centra en las longitudes de lecturas mas largas y el
tiempo de ejecucion entre 2 y 8 horas (Reuter, 2015). Y, por ultimo, la compafiia Solexa
desarroll6 una nueva tecnologia denominada lllumina®, en esta técnica las muestras de
ADN se fragmentan al azar, admiten secuencias masivas paralelas utilizando un método
patentado que detecta bases simples, ya que se incorporan a cadenas de ADN en
crecimiento. Esta Ultima es la técnica més utilizada en el mercado de secuenciacion
masiva (Balasubramaniam, 2015).

Las tecnologias de secuenciacién masiva han revolucionado el analisis del ADN y han
sido las més utilizadas en comparacion con la primera generacion, pero en los ultimos
afos, para corregir los problemas causados por las tecnologias de segunda generacion,
los cientificos han desarrollado nuevas técnicas conocidas como “tercera generacién de
secuenciacion”. Esta “tercera generacion” pretender ofrecer un bajo coste de
secuenciacién y una facil preparacion de la muestra sin necesidad de amplificar por PCR
y tratar de realizar la propia secuenciacién a partir de una Unica molécula de ADN, en
un tiempo mas rapido consiguiendo lecturas mas largas y detectar variaciones en la
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estructura de los cromosomas (Goodwin et al., 2016). En esta “tercera generacion” se
ha desarrollado una tecnologia Single Molecule Real-Time (SMRT), desarrollada por la
casa Pacific Biosciences que trata de ofrecer una secuenciacion de las caracteristicas
descritas.

La introduccion de todas estas metodologias de identificacion genética, generalmente
basados en la PCR o en sus derivadas cuantitativas como la gPCR y en la secuenciacion
masiva crea nuevas oportunidades para el desarrollo y mejora del conocimiento del
microbioma del vifiedo ya que permite a los investigadores estudiar la complejidad y
evolucion de las poblaciones microbianas. Asociadas a algunas otras tecnologias
complementarias, permiten analizar de forma conjunta todos los genes (gendémica),
todas las proteinas (proteémica), todos los metabolitos (metabolémica) y todos los
transcritos del ARN mensajero (transcriptomica) y sus datos acompafantes, lo cual
convierte estas tecnologias en metagendmica, metametabolémica, metaprotedmica y
metatranscriptomica (Marchesi y Ravel, 2015). La siguiente tabla recoge las distintas

ciencias (Tabla 2).

Tabla 2. Descripcién de las ciencias -6micas y sus objetivos (Fuente: elaboracién propia).

Ciencia

Genbdmica

Transcriptémica

Proteémica

Metaboldmica

Descripcion
Intenta comprender el
contenido, la organizacion,
la funcién y la evolucién de
la informacion molecular
del ADN contenida, a partir
del estudio directo y
comparado de la secuencia
nucleotidica de genomas
completos
Estudio conjunto de ARNm
(ARN mensajero) que
existe en una célula, tejido
u érgano.
Estudio a gran escala de
las proteinas, en particular
de su estructura y funcién,
siendo partes vitales de los
microorganismos Vvivos, ya
que son los componentes
principales de las rutas
metabdlicas de las células.
Cataloga y cuantifica a las
moléculas pequefias que
se encuentran en los
sistemas biolégicos como
consecuencia de su
metabolismo.

Objetivo
Permite conocer y
estudiar las variaciones
del genoma a distintos
niveles

Consiste en analizar
miles de moléculas de
ARNmM, mediante
diferentes técnicas
Permite identificar
aguellas proteinas cuya
presencia, ausencia o
alteracion se
correlaciona con
determinados estadios
fisiologicos

Permite estudiar la
funcién de los genes, a
través de la mutacion,
delecién o inserciéon de
estos y la aparicién de
distintos tipos de
moléculas pequeias
(metabolitos)

El origen y el desarrollo, de los distintos microorganismos que encontramos en el vifiedo
se pueden detectar mediante marcadores moleculares especificos para cada uno de
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ellos. Algunas de estas técnicas utilizadas para la obtencion de marcadores moleculares

son:

PCR (Polymerase Chain Reaction). Se conoce a la reaccién en cadena de la
polimerasa, es una técnica rapida, especifica y facil de realizar. Es una técnica
cientifica desarrollada en 1983 por el Doctor Kary Mullis, el cual en el afio 1993
recibié el Premio Nobel de Quimica por este descubrimiento.

Se basa en el uso de cebadores especificos de regiones genémicas conservadas
para aumentar el nimero de copias de material genético viral y detectar su
presencia en un determinado material vegetal (Olmos et al., 2010).

El proceso que tiene lugar durante la PCR se lleva a cabo en tres fases:
desnaturalizacion, hibridacion y elongacion; En primer lugar, es necesario que el
DNA se desnaturalice, es decir, que las dos cadenas de DNA se separen. Esta
primera fase se conoce como deshaturalizacion y se lleva a cabo elevando la
temperatura a alrededor de 94°C. El siguiente paso consiste en un descenso de
la temperatura para permitir que los cebadores se unan por complementariedad
al DNA molde. Esta segunda fase se conoce como hibridacion. Temperaturas
habituales en esta fase oscilan entre 35 y 60°C. Por ultimo, en la fase de
elongacibn o0 extension, la enzima polimerasa incorpora nucleétidos
complementarios a partir del extremo 3’ libre de la regién en que han hibridado los
cebadores. La temperatura a la que se lleva a cabo esta fase depende de la
enzima polimerasa empleada.

La especificidad de la PCR depende, fundamentalmente, de la secuencia de los
iniciadores que se utilicen, pero también la temperatura empleada en la fase de
hibridacion y de la cantidad de iones divalentes que se incorporan a la reaccién
(ademas de depender de la secuencia de los cebadores). Por una parte, cuanto
mayor sea la temperatura utilizada en la fase de hibridacion, mas especifica es la
reaccion. Esto se debe a que a mayor temperatura mas dificultada se ve la union
entre el cebador y la cadena molde; en condiciones de temperaturas de
hibridacion elevadas el cebador sélo se unira a la cadena molde si son
complementarios en todos sus nucleétidos (Mullis, 1990).

‘NP‘HN"O‘&’U :tapa . del DNA

calor

1y Etapa2:

+ Union de los primers
al DNA cadena
sencilla

1Y Etapa3

ULS" La DNA polimesara
incorpora los
nucleotidos libres y
extiende los primers
I, en direccion5'-3'

Figura 1. Etapas de un ciclo de amplificacion de PCR (Mas et al., 2016)

gPCR (PCR cuantitativa). Se utiliza para detectar, caracterizar y cuantificar
regiones del ADN. La técnica de qPCR es una variante a la tecnologia tradicional
de la PCR en la cual se han introducido algunas mejoras como; (i) la combinacién
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de amplificar y detectar acidos nucleicos en un solo paso; (i) puede usar una
menor cantidad de material de partida que la PCR convencional; (iii) es posible la
cuantificaciéon del producto segun la deteccion fluorescente; (iv) no hay proceso
de andlisis post-amplificacion. La principal caracteristica que define la gPCR (0
PCR atiempo real) es la posibilidad de obtener resultados cuantitativos. El andlisis
cuantitativo de ADN puede realizarse de dos formas, mediante cuantificacion
relativa o absoluta. La cuantificacion relativa permite determinar los cambios en la
expresion de un gen de una muestra con respecto a un estandar externo o la
expresion de un gen de referencia (Livak y Schmittgen, 2001). En la cuantificacion
absoluta, la concentracion inicial de ADN diana en la muestra se puede cuantificar
de manera muy sencilla, creando una curva estandar o patron.

La gPCR puede realizarse mediante el empleo de diferentes moléculas quimicas,
entre las mas utilizadas se encuentran la molécula de SYBR Green y las sondas
TagMan. El colorante SYBR Green | detecta ADN bicatenario, por lo que no es
necesario el uso de sondas especificas. Este compuesto se une al ADN
intercalandose en la doble hélice, y genera una sefial fluorescente cuando la
muestra es excitada por una fuente de luz. Una de las ventajas es que es
econdémico y se puede utilizar para la RT-PCR de 1 o 2 pasos. El problema
principal que surge al emplear este tipo de molécula es que la fluorescencia
observada puede ser causada tanto por productos de PCR especificos como por
no especificos, debido al hecho de que el SYBR Green | se une al ADN de doble
hebra presente en la reaccién, de manera inespecifica en cuanto a su secuencia
(Witter et al. 1997).

Paso 1: Configuracion de la reaccion
El fluorocromo SYBR® Green | emite
una fluorescencia cuando se une

a DNA de doble cadena.

® ™ Paso 2: Desnaturalizacion
@ Cuando el DNA se desnaturaliza,
se libera el fluorocromo SYBR® Green
I 'y la fluorescencia disminuye
considerablemente.

Paso 3: Polimerizacion

o Durante la extension, los cebadores
5] @ se hibridan y se genera el producto
_—
® ] de PCR.

Paso 4: Polimerizacion completada
El fluorocromo SYBR® Green | se une
al producto bicatenario, lo que
produce un aumento neto de

la fluorescencia que detecta

el instrumento.

Figura 2. Funcionalidad ensayos SYBR (Fuente: Publicacion de la Universidad de
Cérdoba, 2016)

Los ensayos TagMan permiten aumentar la especificidad mediante la utilizacién
de sondas internas adicionales en la mezcla de reaccién. Las sondas TagMan
estadn marcadas en el extremo 5’ con un fluoréforo, y presentan en 3’ un grupo que
absorbe la fluorescencia emitida por dicho fluor6foro y que se denomina
“‘quencher” (Livak et al., 1995).
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PCR y deteccion de cDNA

a. Componentes del ensayo
fes
Sonda ri Cebador reversa
Cebador dicto . aum "’
a . 3
o Mol de cONA 3
b= T
T T T e e o ] AT A
= L — cDNA
=4 =
b. Molde desnaturalizado e hibridacién de los componentes del ensayo Leyenda
= A e
R - - =7 Cabaciormemrso Cabador alzatoria
]
» L F  Fluorocromo
Sonds / & Faum
. T aum "’
“sbacior dinscio / 0 | Apantallador
o _ _ ==
[ 3 mee  Ligando de unién
e B al surco menor
c. Generacidn de sefial AmpliTaq Gold®
DMA Polymerass
. e
I JITLLILLLTL, Sonda
I Cebadar reverso
.\ E ,. Cebador
Gebador drecto x‘}& B
[ " a
—— e} Molde
LTI [N AT i
¥ Cebador extendido

Figura 3. Funcionalidad ensayos Tagman (Fuente: Publicacién de la Universidad de

Cérdoba, 2016)

Ambos sistemas de qPCR, basados en SYBR Green y TagMan, se han empleado con
éxito para la cuantificacion de hongos como Phaeomoniella chlamydospora vy
Phaeoacremonium aleophilum (hongos causantes de la enfermedad Petri en vifiedo que
veremos en el apartado 5.4.5).

e Marcadores derivados de la PCR:
Existen dos variantes de la PCR: la PCR dirigida o la PCR al azar, las cuales han caido
bastante en desuso para la identificacion puesto que ahora conocemos los genomas y
se pueden dirigir a zonas concretas.

- Dirigidos a regiones especificas:

O

ITS y region del ADNr: el genoma de la mayoria de los microorganismos
esta organizado en genes, que se pueden transcribir, segun las condiciones
ambientales y cuya traduccion deriva en la expresion de caracteres
morfoldgicos o fisiol6gicos. Estos genes estan separados entre si por
regiones que ni se traducen ni si transcriben, conocidas asi por regiones
intergénicas o regiones no transcritas. Una de las regiones mas estudiada,
es la region del ADNr, particularmente la regién ITS (por sus siglas: Internal
Transcribed Sequence) formada a su vez por dos regiones ITS1 e ITS2
separadas por el gen 5.8S cuya variabilidad permite comparar entre si
taxones cercanos (Llorens et al., 1997). Los genes que codifican para los
ARNSs (ARN ribosémicos 18S, 5.8S y 28S) se disponen formando una unidad
de trancripcién compuesta por (Figura 4): ETS (espaciador externo que se
transcribe por delante del gen 18S), el gen 18S, ITS1 (espaciador interno
entre el gen 18S y el 5.8S), el gen 5.8S, ITS2 (espaciador interno entre el
gen 5.8S y el 28S), 28S y otro ETS (espaciador externo que se transcribe
por detrds del gen 28S). En un locus ribosémico, estas unidades de
transcripcién se repiten en tandem separados por una secuencia NTS
(espaciador no transcrito).
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ETS (espaciador externo que se

transcribe por detras del gen 28S) NTS (espaciador no transcrito)
— F— 1ss aonr | B [ 285 aone F—— F——

ITS 1 ITS 2

Figura 4. Representacion grafica de los genes del ADNr y distintos cebadores para su
amplificacion por PCR (imagen modificada de White et al., 1990).

o RFLP (Restriction fragment length polymorphisms) o también conocidos
como “fragmentos de restriccion de longitud polimorfica”, fueron los primeros
marcadores de ADN desarrollados. Se basan en la digestién del ADN con
una enzima de restriccion, la separacion mediante electroforesis de los
fragmentos generados, la hibridacion con una sonda y la visualizacion de los
resultados por distintas técnicas segun el marcaje de la sonda (Azofeifa-
Delgado, 2006). Actualmente sélo se utilizan de forma puntual sobre
fragmentos de ADN amplificador por PCR, aunque inicialmente si fueron
muy utilizados en la identificacion de organismos.

- No dirigidos (al azar)

o RADPs (Random Amplified Polymorphic DNA): se caracteriza por su
simplicidad, rapidez y bajo coste. En esta técnica, se utilizan uno o varios
iniciadores de secuencia muy corta (tipicamente, unos 6 nucleétidos) que
tienen numerosas dianas a lo largo del genoma (Llorens et al., 1997). Es un
método con problemas de reproductibilidad, como consecuencia de las
bajas temperaturas de anillamiento a las que se realizan las reacciones de
PCRy la sensibilidad del método a las variaciones de los reactivos y equipos
utilizados. Aunque esta técnica ha sido empleada con éxito en la deteccion
de Phomopsis viticola (Pollastro et al., 2001) y Eutypa Lata (Lardner et al.,
2005), cada vez se utiliza menos, debido a que se han desarrollado
marcadores mas precisos y fiables.

o AFLP (Amplified Fragment Length Poymorphism): es una técnica utilizada
para detectar polimorfismos en el ADN cuando no se dispone de informacion
sobre el genoma. Después de la digestion con enzimas de restriccion del
ADN, se selecciona un subconjunto de fragmentos de ADN para la
amplificacion y visualizacion por PCR. Es una técnica que se ha utilizado
con éxito en los afios 90 y 2000, sin embargo, al igual que las técnicas
descritas anteriormente (RAPDs y RFLPs) estan siendo reemplazadas por
técnicas mas sencillas y universales,

Los marcadores RAPD y AFLP son de naturaleza dominante y no requieren ningdn
conocimiento previo sobre el genoma estudiado. Primero se describi6 la técnica RAPD
(Williams et al., 1990), en la que se emplea un oligonucleétido corto que se une de forma
aleatoria a regiones del genoma amplificando fragmentos de ADN al azar.
Posteriormente, se describi6 la técnica de AFLP es mas compleja ya que se amplifican
grupos de fragmentos que han sido obtenidos por digestion del ADN con endonucleasas
(Vos et al., 1995).
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5.2. APLICACIONES EN LA PROTECCION DEL VINEDO

Dentro del amplio escenario de la microbiota presente en el vifiedo, los microorganismos
presentes como hemos mencionado previamente pueden afectar tanto a la salud de la
planta como a la salud humana de manera perjudicial o beneficiosa. Como, por ejemplo,
los hongos micotoxigénicos en los alimentos, es considerada como peligro en el &mbito
de la seguridad alimentaria (Sarroco, 2018). Las micotoxinas son compuestos téxicos
de bajo peso molecular, resultantes del metabolismo secundario fingico, que ocurre de
forma natural en aproximadamente el 25% de los cultivos alimentarios y forrajeros
mundiales (FAO, 2003). Son producto principal de las especies de Aspergillus y
Penicillium (Sweeney y Dobson, 1998) y un dan lugar a la Unica micotoxina regulada en
vino que es la ocratoxina A (OTA), considerando la resolucion CST 1/2002 que fija el
contenido méximo de ocratoxina A (OTA) en 2,0 ug/l para los vinos (OIV, 2005).

Anteriormente, antes de que se realizasen estudios de la microbiota del vifiedo, la forma
habitual de detener la propagacién de una infeccidn era sustituir las vides infectadas por
nuevas plantaciones, junto con un tratamiento adecuado para paralizar la propagacion
de las infecciones, implicando asi importantes inversiones de dinero (Belda et al., 2017).
Como hemos podido comprobar en los apartados anteriores, se han propuesto
diferentes estrategias para diagnosticar las condiciones fitosanitarias de los vifiedos,
como el uso de drones que permite tomar imagenes aéreas multiespectrales con el fin
de controlar tanto el estado de la vid como cualquier factor que pueda repercutir en el
desarrollo de la misma. Sin embargo, existen inconvenientes puesto que cuando
aparecen sintomas externos no permite usar dichas tecnoldgicas con el objetivo de
diagndstico (Belda et al., 2017). Por ello, para el control general de la microbiota, la
manera mas respetuosa con el medio ambiente es analizar el microbioma del suelo para
detectar presencia de bacterias y hongos patdégenos. De esta manera, es posible reducir
el uso de los tratamientos fitosanitarios para minimizar sus efectos adversos y utilizar
las menores cantidades posibles y s6lo utilizarlos en los casos en lo que hubiera un
peligro real, ya que en varias ocasiones los tratamientos se realizan de forma genérica
y son solo tratamientos preventivos. Con un mayor conocimiento del microbioma se
podrian utilizar tratamientos especificos y adaptados a las condiciones concretas del
vifiedo, evitando que los tratamientos pasen a la cadena alimentaria, respetando las
interacciones de los microorganismos del suelo con la planta y manteniendo un equilibrio
ecoldgico. Por lo tanto, es interesante usar tecnologias para identificar y detectar los
posibles microorganismos con propiedades protectoras de cultivos. Ademas, sirven para
respetar la biodiversidad que se pierde al utilizar los productos fitosanitarios sin control.

Como hemos mencionado previamente, los microorganismos pueden interaccionar con
la planta de muy diversas maneras, entre las relaciones mas habituales podemos
encontrar las micorrizas, que es un caso tipico de simbiosis y la patogenicidad como las
enfermedades fungicas de madera que provocan una pérdida progresiva de vigor,
reduciendo la calidad y cantidad de la cosecha e incluso llegando a provocar la muerte
de las cepas. Los sintomas son diferentes segin la enfermedad desarrollada. Las
enfermedades mas comunes encontradas en vifiedo son eutipiosis, ocasionada por el
hongo Eutypa lata, enfermedad de Petri, pie negro, podredumbre gris, ocasionada por
Botrytis cinerea etc. algunas de estas enfermedades tienen un diagndstico dificil y
actualmente no existen tratamientos efectivos para controlarlos, por ello se recurre a su
deteccion mediante técnicas basadas en PCR, qPCR y evitar asi su diseminacion. Sin
embargo, estas técnicas también pueden darnos resultados sesgados.
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5.3. IDENTIFICACION Y MANEJO DE HONGOS MICORRICICOS

Entre los microorganismos del suelo, los hongos micorricicos son capaces de establecer
asociaciones simbioticas con las raices de la vid (Trouvelot et al., 2015) siendo
probablemente la interaccion beneficiosa mas extendida entre plantas vy
microorganismos. Se produce cuando las plantas y las hifas de los hongos reconocen
moléculas sefial en la rizosfera y realizan un intercambio de compuestos solubles en el
suelo (Trouvelot et al., 2015). El crecimiento de estos hongos se ve afectado en cierta
manera por el manejo y las caracteristicas del suelo y en menor medida por la etapa de
desarrollo de la vid (Schreiner, 2009).

Entre los principales beneficios de la micorrizacién se suelen citar los siguientes: (i)
mejoran el acceso de la planta al agua y a los nutrientes del suelo y regula el transporte
de fésforo, nitrégeno y otros elementos que hay en el suelo; (i) aumentan la tolerancia
a la salinidad, reducen la clorosis férrica y la toxicidad de metales pesados del suelo;
(i) protegen frente a enfermedades.

Existen numerosos estudios basa en metagendmica en los que se establecen relaciones
en cuanto a la presencia y cantidad de determinados hongos o microorganismos con la
presencia de micorrizas y sus beneficios asociados entre determinados tipos de hongos
como: Glomus s.str., Rhizophagus, Funneliformis, Claroideoglomus y Paraglomus.
(Holland et al., 2014). Pero a veces es dificil su detecciéon puesto que no suelen ser
capaces de completar su ciclo de vida en ausencia de una planta hospedante (Trouvelot
et al., 2015) y carecen de las estructuras en las que se basa la identificacién morfologica
de las especies

Entre los beneficios concretos documentados de las micorrizas en vid podemos
destacar:

¢ Contribucidn significativa de absorcion de fésforo y realizar un control ecolégico
y con menos residuos que pudiesen entrar en la cadena alimentaria (Smith et
al.,011)

e Absorcién de nitrégeno (Smith et al., 2010).

Tanto el aporte de fésforo como el de nitrégeno, hace que microorganismos que no
tenian una presencia numéricamente significativa aprovechen estos nutrientes para
desarrollarse. Este tipo de interacciones entre microorganismos no siempre dan lugar a
resultados beneficiosos para la vid, sino que también puede ocasionar un problema, por
la generacién de residuos y por contribuir al desorden del ecosistema bioldgico.

Entre otros elementos gue regulan funciones basicas que las plantas, encontramos otros
elementos quimicos que encontramos en el suelo estan el potasio, el magnesio, el zinc
y el boro. Los suelos con deficiencia de potasio son mas propensos s sufrir problemas
derivados de la sequia y el frio (Reynolds, 2010), y la deficiencia de boro puede
ocasionar corrimiento en el racimo.

Las principales ventajas que encontramos en la asociacion vifiedo-hongos micorricicos
son:

e Mejorar la absorcion de agua y nutrientes al mismo tiempo (Kohler et al., 2008).

e Mejorar la absorcién de nutrientes del suelo y la tolerancia a la salinidad y
aumentan el crecimiento del vifiedo (Khalil, 2013)

e Reducir las altas concentraciones de caliza activa que pueden inhibir la
disponibilidad de hierro, e inducir a la clorosis férrica afectando al rendimiento de
la planta y a la calidad de la uva (Bavaresco et al., 2006).

Maria del Prado Ordufiez Caceres i
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Grado en Enologia

15/31



TECNICAS DE SECUENCIACION MASIVA APLICADAS A LA VITICULTURA

Teniendo en cuenta todas las ventajas que suponen los hongos micorricicos, también
esta simbiosis se establece como una alternativa para el desarrollo de una agricultura
sostenible, reemplazando el uso de productos fitosanitarios que, como hemos
mencionado previamente, pueden ocasionar graves problemas si pasan a la cadena
alimentaria. Para ello debemos conocer la biodiversidad de los hongos micorricicos
presentes en los suelos de los vifiedos y su efecto a lo largo del ciclo vegetativo, ya que
no todas las variedades de vid presentan la misma afinidad. También se ha observado
gue las condiciones ambientales y geogréficas pueden afectar a las distintas especies
de hongos e interferir en los beneficios previamente descritos.

También en otros estudios como el de Trouvelot et al., en 2015 se ha observado que la
presencia de ciertos hongos micorricicos promueve la acumulacién de metabolitos
secundarios mas abundantes en las plantas como terpenos o fenoles. Aln no esté claro
por qué o a través de qué rutas bioquimicas podrian aumentar la cantidad de metabolitos
secundarios en las plantas colonizadas por hongos micorricicos, pero se cree que una
razén seria la mayor absorcion de nutrientes principalmente de fésforo, que actuaria
como precursor de acetyl-CoA, ATP y NADPH, que participan en la biosintesis de
isoprenoides. Del mismo modo, la mayor disponibilidad de nitrégeno actuaria como
precursor de diferentes aminoacidos (Zeng et al., 2013). En nuestro caso, la vid posee
altas cantidades de polifenoles, encontrandose principalmente en raices, tallos, hojas,
flores y frutos y que van a depender de los factores genéticos, factores culturales y
factores ambientales. En el estudio elaborado por Sbrana et al., en el afio 2014, se
recoge que la presencia de hongos micorricicos favorece la acumulacion de polifenoles
y genera nuevas oportunidades para el empleo de los mismos.

Por otro lado, en el estudio elaborado por Kriiger et al., en el afio 2009 establecen que
la caracterizacién molecular de hongos micorricicos se logra en la mayoria de los casos
mediante la utilizacion de PCR. El principal inconveniente que encontraron en este
estudio fue la extraccion del ADN de las esporas, puesto que la mayoria de las veces
se realiza en raices. Ademas, hay muchas especies no se pueden identificar de manera
veraz a partir de muestras de campo heterogéneas, y cuando se identifican se pueden
determinar caracteristicas morfolégicas similares como una sola especie.
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Figura 5. Amplificacién de la reaccién en cadena de la polimerasa con los cebadores SSUMAf —
LSUmAr y SSUmCf — LSUmBr. (a) PCR en fragmentos de ADN, utilizando diferentes
temperaturas y una concentracion 1 ng yl — 1. A.s., Acaulospora sp .; G.s., Glomus sp .; G.1.,
Glomus luteum; P.s., Pacispora scintillans; K.k., Kuklospora kentinensis; G.i.,, Glomus
intraradices; S.h., Scutellospora heterogama. (b) PCR usando 1 pl de una dilucion de plasmidos
10 veces (100 pg - 0.01 fg yl — 1) como plantilla, correspondiente a 5 x 107 a 5 moléculas
plasmidicas en 20 pl de volumen de reaccion de PCR. (Fuente: Kriiger et al., 2009).

Concluyendo asi, que actualmente no se han realizado muchos estudios sobre la
aplicacion de técnicas moleculares sobre hongos micorricicos.

5.4. IDENTIFICACION Y MANEJO DE LAS PRINCIPALES
ENFERMEDADES FUNGICAS DE LA MADERA

Las enfermedades fungicas de madera son una de las principales amenazas para la
sostenibilidad de la viticultura, causando importantes pérdidas econdémicas debido a la
reduccion de los rendimientos, acortan la vida util de los vifiedos y provocan elevados
costes de gestion de cultivos por la utilizacibn de mOedidas preventivas culturales y
quimicas (Bertsch et al., 2013; Kaplan et al., 2016). A partir de la década de 1990 es
cuando se comienza a detectar un incremento de estas enfermedades en todo el mundo,
principalmente en plantaciones jévenes (Agusti-Brisach et al., 2013), que se han visto
favorecidas por diversos factores como son los cambios en las practicas culturales y en
el manejo de los vifiedos.

A principios del siglo XX, para controlar algunas enfermedades fungicas se utilizé
arsenito sédico. Entre las caracteristicas mas importantes de este compuesto son la alta
toxicidad y su capacidad de penetrar hasta el xilema de la cepa, aniquilando a la mayor
parte de los hongos (Larignon et al., 2008). Sin embargo, las sales de arsenito sodico
son cancerigenas, lo que ha llevado a la prohibicién de su uso en todos los paises y
para todos los cultivos (Spinosi et al., 2009). También en algunos paises a principios de
la década de 2000 se prohibié la utilizacién de fungicidas como bencimidazol y bromuro
de metilo debido a preocupaciones ambientales y de salud publica (Decoin 2001; EPA
1997). Posteriormente, tras la prohibicion de dichos compuestos, se han investigado
otros productos quimicos de sintesis para sustituirles, pero en los ensayos realizados
se ha demostrado una menor eficiencia, por tanto, la erradicacion completa de las
enfermedades no ha sido posible (Sosnowski et al., 2010). El control se centra en la
prevencion de las enfermedades (Urbez-Torres, 2011) y para ello se ha elaborado un
programa de manejo integrado que incluye estrategias de control fisico, quimico,
biolégico (Halleen y Fourie, 2016).

Algunas enfermedades presentan sintomatologias similares, lo que dificulta su
identificacion. Por ejemplo, la enfermedad de Petri y el pie negro se caracterizan por
brotacion tardia, entrenudos cortos, follaje clorético con bordes necréticos y marchitez
de hojas o brotes enteros. Para distinguir el agente causante de la patologia, se recurre
a la identificacion de ADN a través de técnicas moleculares.

A continuacion, se describen las principales enfermedades fungicas de madera que
encontramos en vifiedo y el papel que pueden jugar en su deteccion, identificacion y el
empleo de las técnicas moleculares.

5.4.1. PIE NEGRO

Esta enfermedad fue descrita por primera vez en el afio 1961 en Francia (Maluta y
Larignon, 1991), pero a finales de los afios 90 fue cuando comenzaron a incrementarse
las incidencias provocadas por esta enfermedad y empez6 a ser relevante (Gramaje y
Armengol, 2011).
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En Espafia, los primeros estudios que se conocen son del afio 2000, en los cuales se
establece que el pie negro estd caracterizado por dafiar el sistema radicular de las
plantas jovenes. En ellas se puede observar lesiones oscuras y necréticas que causan
una reduccién en la masa radicular. En la parte aérea se observan coloraciones oscuras
y necrosis que se inician desde la base del sarmiento (Agusti-Brisach et al., 2013). Como
consecuencia de estos dafios, las cepas presentan un menor desarrollo y vigor,
ausencia o retraso de la brotacién, entrenudos cortos, clorosis en hojas o una muerte
prematura de la planta durante el periodo vegetativo (Urbez-Torres et al., 2014). Los
sintomas de la parte aérea podrian confundirse con otras enfermedades como la
Enfermedad de Petri que mencionaremos a continuaciébn. En ese sentido es
recomendable la utilizacion de técnicas moleculares para su identificacion y asi elaborar
un plan de control eficaz y especifico para dicha enfermedad.

Figura 6. Pie negro (Imagen izquierda: https://wineseq.com; Imagen derecha: Petit et al., 2011)

En cuando a los agentes causantes del pie negro, encontramos especies de distintos
géneros que han sido descritos a lo largo de estos Ultimos afios: Campylocarpon,
Cylindrocarpon, Cylindrocladiella, Ilyonectria y Dactylonectria (Agusti-Brisach y
Armengol, 2014).

Las dos primeras especies asociadas fueron Cylindrocarpon destructans que han sido
reclasificadas como Cylindrocarpon liriodendri (Halleen et al., 2006) en base a las
secuencias ITS (Internal Transcribed Spacer) del ADNr y el gen de la -tubulina, y C.
obtusisporium (Grasso & Magnano Di San Lio, 1975) y posteriormente en el afio 2004
Halleen et al., describieron una nueva especie C.macrodidymum y en el afio 2008 se
describié otra especie denominada C. pauciseotatum. Por ello, se puede afirmar que
son diversos los agentes causantes de la enfermedad del pie negro que no son
identificables por su caracterizacion fenotipica.

Actualmente no se disponen de medidas de control eficaces que erradiquen estos
hongos en plantaciones establecidas, por lo que se llevan a cabo estrategias de
prevencion y vigilancia o la utilizacion de plantas cebo para detectar la presencia de este
hongo (Agusti-Brisach et al., 2014). Las medidas que se han desarrollado a lo largo de
los afios para el control del Pie Negro se basan en medidas culturales: utilizacién de
material vegetal sano y prevencién o correccion de las condiciones que pueden
ocasionar estrés a la planta y favorecer el desarrollo de la enfermedad. Se han utilizado
también medidas de control quimico como aplicacion de fungicidas o medidas de control
biol6gico, como en el estudio de Halleen et al., 2007 en el cual utilizaron el hongo
Trichoderma harzianum, pero determinaron que el empleo de dicho hongo no era capaz
de mantener las plantas con un nivel de infeccién bajo.

Cada vez mas se estén recurriendo al empleo de nuevas técnicas moleculares basadas
en la extraccion de ADN, amplificacion por PCR y su posterior secuenciacion para la
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deteccidn de los agentes causantes de esta enfermedad. Basados en los resultados de
la secuenciacién se han desarrollado iniciadores especificos para hacer ensayos
mediante métodos convencionales de PCR. Sin embargo, éstos no permiten una
cuantificacién precisa del ADN (Filion et al., 2003), por ello se recurre a la PCR
cuantitativa (QPCR) ya que tiene la ventaja de ser mas eficaz y requiere menos tiempo.
En el estudio elaborado por Agusti-Brisach en el afio 2014, tanto en campos de vivero
como en campos de planta madre, se confirmé que los suelos de ambos tipos de campo
son fuente importante de inéculo para los patégenos del pie negro. Por ello las técnicas
de gqPCR, tienen un elevado valor para la deteccion rapida de patdgenos.

5.4.2. ENFERMEDAD DE PETRI'Y YESCA.

Phaeomoniella chlamydospora y Phaeoacremonium aleophilum son dos especies de
hongos que causan pérdidas econdémicas en vifiedo. Dado que apenas se conocen
medidas de control se deben tomar medidas defensivas proactivas (Martin et al., 2012).
Ambas especies estan asociadas a la enfermedad de Petri en planta joven y a Yesca
en planta adulta.

La enfermedad de Petri recibe el nombre del primer investigador que describid los
sintomas tipicos de esta enfermedad (Petri, 1912). Las plantas que se ven afectadas
por dicha enfermedad presentan hojas pequefas, cloréticas y necrosadas. Se observan
brotaciones raquiticas y entrenudos cotos. Estos sintomas, a veces, se pueden
confundir con que casusa la enfermedad de Pie Negro (Figura 6).

Figura 7. Enfermedad de Petri (Fuente: MAPAMA)

Por otro lado, la yesca es otra de las enfermedades mas conocidas de la vid (Larginon,
2004), especialmente desde la prohibicién de arsenito sodico en el 2003 (Surico et al.,
2006). Tiene dos formas de propagacion: (i) Lenta y crénica: las plantas que se ven
afectadas presentan hojas decoloradas con necrosis internerviales de color amarillo en
variedades blancas y de color rojizo en variedades tintas. Comienza desde las hojas
basales y se va extendiendo por el resto de la planta. (ii) forma rapida o apopléjica:
consiste en la muerte subita de la planta. Las hojas adquieren una coloracion verde-
grisdcea y la planta acaba secandose totalmente con las hojas unidas al sarmiento. Se
debe a un drastico desequilibrio hidrico. Se da principalmente en terrenos arcillosos,
profundos y frescos. En las bayas también suelen aparecer puntos necrosados,
desarrollados en la epidermis.
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Figura 8. Yesca en vid y sintomas foliares (Fuente: MAPAMA)

A lo largo de los afios, diversos investigadores han tratado de estudiar el papel que
desempeiia el hongo Phaeomoniella chlamydospora en las enfermedades de la madera
de vid y, aunque las investigaciones van avanzando, todavia no se conoce
completamente la etiologia de dichas enfermedades, pero se ha estudiado que pueden
estar influenciadas por varios hongos que desencadenan distintas infecciones
provocando necrosis en los vasos. Segun Mugnai et al.,1999 las esporas de hongo
Phaeomoniella chlamydospora penetran por los cortes de poda y las heridas (Edwards
et al., 2007). Por tanto, para identificar especies de un mismo género se han propuesto
diferentes sistemas taxonémicos, basados en caracteres morfoldgicos, como el tamafio
y la forma de conidios; formacién de clamidosporas y estructura de conidiéforos. Sin
embargo, muchas veces, especies muy relacionadas entre si difieren en un solo
cardcter, lo que puede inducir a una mala identificacion. Ademas, estas técnicas, como
hemos citado anteriormente requieren gran cantidad de material y experiencia
taxondmica para obtener resultados correctos. Las técnicas moleculares, basadas en
andlisis de ADN, corresponden a metodologias mas rapidas, precisas, objetivas y
aplicables a un gran nimero de muestras. Se han realizado varios estudios referidos a
la utilizacion de la PCR, la primera estrategia propuesta, fue la utilizacion de PCR en
tiempo real propuesta por Overton et al., en el afio 2004, usando la técnica SYBR-
Green®, la cual se emplea como colorante para la cuantificacion de ADN de doble
hélice en algunos métodos de PCR cuantitativa o para la visualizacién del ADN en
la electroforesis con geles de agarosa. Otro estudio, como el de Edwards et al. en 2007
analiza los ensayos de PCR en tiempo real utilizando la técnica de TagMan®. Aroca et
al., en el aflo 2007 estudiaron la posibilidad de desarrollar una estrategia basada en
PCR dirigida a regiones especificas (ITS1/ITS4 del ADNr 0 5.8S del ARNr) para detectar
e identificar especies de Phaeoacremonium aisladas de vides comparandola con los
métodos tradicionales (cultivo tradicional en placa Petri). Los resultados se recogen en
la Figura 9.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa (1.5%) de los fragmentos de ADN amplificados por
PCR con los iniciadores ITS1/ITS4 de Phaeoacremonium (1- 9) y otras especies de hongos (10-
17). 1-P.aleophilum; 2-P.parasiticum; 3-P.inflatipes; 4-P.mortoniae; 5-P.angustius; 6-P.viticola; 7-
P.scolyti; 8-P.krajdenii; 9-P.venezuelense; 10-Botryosphaeria parva; 11-Phomopsis spp.; 12-
Phaeomoniella chlamydospora; 13-Botryosphaeria obusa; 14-Phialophora mustea; 15-
Phialemonium dimorphosporum; 16-ADN uva; 17- No hay ADN. (Fuente: Aroca et al., 2007)

El andlisis se realizé en 6 horas (extraccion y PCR), mientras que el cultivo y el posterior
aislamiento de los hongos tardaron entre 20 y 30 dias. Los resultados obtenidos fueron
la rapidez y la sensibilidad, cualidades que son relevantes cuando se trata de este
patdégeno, pues dicho hongo crece muy lentamente en un medio de crecimiento
enriguecido lo que hace que la deteccion sea prolongada. Esto también significa que
Phaeocremonium suele estar cubierto de otros patégenos, que pueden ocultar
resultados positivos de deteccion. La comparacion de los métodos tradicionales y de
PCR para detectar Phaeocremonium mostr6 que este Ultimo tiene una mayor
sensibilidad y da resultados menos sesgados que los métodos tradicionales.

Sin embargo, el método més exitoso fue propuesto por Martin et al. en el afio 2012, en
el cual logré detectar el ADN de Phaeomoniella chlamydospora y Phaeoacremonium
aleophilum en material vegetal utilizando la gPCR. sin la necesidad de aislamiento
fungico reduciendo asi el tiempo de andlisis y el coste.

5.4.3. EUTIPIOSIS

Es una enfermedad crénica de la madera. En Espafia fue diagnosticada por primera vez
en el afio 1979 en Badajoz (Muruamendiaraz et al., 2007) desde entonces se ha
extendido a la gran mayoria de vifiedos espafoles. La infeccién de Eutipiosis ocurre a
través de las heridas de poda, donde el hongo coloniza los vasos del xilema y causa
necrosis al producir una serie de enzimas que degradan la pared celular. Las plantas
afectadas muestran pampanos débiles, entrenudos cortos, hojas cloréticas y
deformadas con necrosis, también se observa corrimiento del racimo. La madera de
poda presenta un color marrén en forma de “V”. Generalmente, el hongo causante de
esta enfermedad es Eutypa lata, pero en California se ha detectado otra especie Eutypa
leptoplaca causante de esta enfermedad (Trouillas y Gubler, 2004).

Actualmente, no existen tratamientos eficaces que erradiquen la infecciébn de esta
enfermedad, por lo que se utilizan tratamientos preventivos mediante la utilizacion de
métodos culturales, destinados a evitar periodos en los cuales las heridas de poda sean
susceptibles a la colonizacion, bioldgicos y quimicos, destinados a proteger las heridas
a través de efectos antifingicos.

Uno de los métodos de biocontrol méas estudiados es el uso de Trichoderma harzianum
para el control de Eutypa lata. Se ha demostrado la actividad fungiestatica de los
compuestos volatiles producidos por Trichoderma harzianum, asi como su capacidad
para inhibir el crecimiento micelar y reducir la infeccion (Kotze et al., 2011).

En un estudio elaborado por Mutawila et al., 2017 se caracterizaron los dos hongos
(Eutypa lata y Trichoderma) mediante la utilizacién de qPCR y perfiles de metabolitos
(actividades enzimaticas y contenido de polifenoles). Las muestras se trataron en
autoclave y se estudio la accién de Trichoderma en la proteccién de las heridas de poda.
El modelo de cultivo celular que se desarroll6 en este estudio puede proporcionar un
sistema simple pero confiable para estudios de expresion génica. Los diferentes
patrones de expresion de los genes relacionados con la defensa (basados en la
trascriptomica) podrian ser una indicacion de la participacion de factores de
transcripcion en la respuesta de la vid a hongos patégenos y no patdgenos que
posteriormente determinan si las interacciones daran lugar a enfermedad, resistencia o
simbiosis.
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Otro de las aplicaciones de las metodologias moleculares ha sido la que se refleja en el
estudio desarrollado por Moisy et al., en el 2017 desarrollaron un método basado por un
lado en el aislamiento del hongo y uso de microscopia; por otro la utilizacién de la PCR
tradicional y de la gPCR. Comprobaron que el aislamiento del hongo y su posterior
microscopia era un proceso muy lento y daba lugar a una estimacion de biomasa
erronea. Y, por ultimo, que el empleo de la qPCR, era una herramienta precisa la cual
proporciond una estimacion cuantitativa de biomasa fungica eficiente, mostrando asi
una correlacion entre la capacidad del hongo para inducir sintomas foliares y colonizar
la madera.

5.4.4. PODREDUMBRE GRIS

Botrytis cinerea es el microorganismo fungico mas relevante en la vitivinicultura ya que
puede infectar a las bayas y ocasionar la conocida “Podredumbre gris o moho gris”
(Keller et al., 2003). Este hongo disminuye la calidad de los vinos puesto que contiene
una enzima denominada lacasa que afecta a los &cidos principales como &cido tartarico
y malico y a los compuestos aromaticos (La Guerche et al., 2006). Nair et al., en 1995,
en su estudio detectaron que el primer momento de infeccion es en floracién, seguido
de un periodo de latencia en el cual el patégeno esta dentro de la baya sin mostrar
ningun sintoma hasta que las bayas comienzan a madurar. El control de este hongo es
muy importante ya que: i) Puede funcionar como un sapréfito, necréfito o parasito; ii)
puede hibernar y esporular en multiples fuentes de indculo; iii) existen varias vias de
infeccion; iv) pueden ocurrir con condiciones ambientales variadas, que difieren entre
las vias de infeccion (Hill et al. 2014). En condiciones favorables para el hongo, produce
abundantes conidios en racimo, por ello es muy importante detectar su infeccion de
forma temprana.

Figura 10. Infeccion de Botrytis cinerea en racimo de variedad Malvasia (Fotografias tomadas en
vifiedo de Toro, Zamora)

Para reducir el impacto ocasionado por este hongo, los viticultores normalmente
recurren a tratamientos preventivos con fungicidas de forma rutinaria campafa tras
campafia. Pero la utilizacién de tratamientos quimicos haciendo uso de fungicidas, es
una practica cada vez menos recomendada y menos aceptada. Puesto que como hemos
mencionado previamente las leyes que rigen la producciéon de alimentos para el
consumo humano y animal son cada dia mas rigurosas en relacién a una produccion
agricola segura y respetuosa con el medio ambiente y, sobre todo, porque estos
tratamientos quimicos pueden estan en la cadena alimentaria y provocar graves
problemas en la salud de los consumidores.
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Por ello, se han desarrollado métodos alternativos a los fungicidas, como la aplicacién
de microorganismos antagonicos, la aplicacion de sustancias antimicrobianas naturales
para controlar el desarrollo de la enfermedad y la cantidad de esporas, y la utilizacion
de técnicas moleculares para identificar de forma mas precisa y precoz su aparicion.
Estos aspectos han atraido la atencion y el interés de numerosos investigadores para
caracterizar las poblaciones del patdgeno en distintas regiones del planeta.

Los estudios dirigidos a identificar y detectar de forma precoz este hongo han seguido
el modelo histérico de la evolucion del uso de los diferentes tipos de marcadores
moleculares descritos en el apartado 5.1. Técnicas moleculares disponibles para la
identificacion y caracterizacion del microbioma de la vid. Asi, los primeros estudios
llevados a cabo con marcadores moleculares en Botrytis cinerea datan de principios de
los 90, en ellos se analizaron marcadores de tipo RAPD. En 1993 Van de Vlugt-
Bergmans et al., publicaron un trabajo centrado en la caracterizacion y diferenciacion de
Botrytis cinerea de una pequefia coleccion de aislados de campo recogidos en Holanda
y su comparacion con las dos cepas de referencia de esta especie SAS56 y SAS405.
Con un numero reducido de marcadores fue posible diferenciarlos todos ellos entre si 'y
con las cepas de referencia de manera inequivoca, resultando llamativo el hecho de que
dos cepas recogidas con un intervalo de tiempo de 4 afios y a partir de huéspedes
diferentes solo difirieran en un marcador. En el afio 2000 en Espafia, Alfonso et al.,
realizaron un estudio sobre 40 aislados recogidos en invernaderos del sur del pais,
comprobando que la poblacién en su conjunto era muy heterogénea, mostrando muy
poca diferenciacion de las subpoblaciones de los diferentes invernaderos.

En el estudio elaborado por Diguta et al., 2010, se concluye que la cantidad de esporas
que se producen antes de la introduccion de técnicas moleculares, permitian identificar
y cuantificar la poblacién del hongo mediante microscopia éptica, pero es una técnica
que requiere tiempo, experiencia para la identificacion precisa de las esporas y tiene un
limite de deteccién bajo (Hunter et al., 2009). También muchos patdgenos estan
enmascarados por el crecimiento de hongos de crecimiento mas rapido (Martinez et al.,
2010). Por ello cada vez méas se estan utilizando técnicas moleculares para la
identificacion de esporas, basadas en métodos derivados de la PCR (West et al., 2008),
sin embargo, esta cuantificacion no es muy precisa. Por lo que para evaluar la presencia
de esporas especificas con mayor precision se utilizan técnicas de PCR cuantitativa en
tiempo real (QPCR) (Luo et al., 2010), esta técnica es especifica para la deteccion y
contaminaciéon de Botrytis cinerea en uvas y asi optimizar el uso de fungicidas.

La introduccion de qPCR ha proporcionado un mecanismo para detectar y cuantificar
simultdneamente ADN de organismos especificos (Park et al., 2011). Los métodos de
deteccion basados en PCR son rapidos, sensibles y confiables en comparacién con el
analisis convencional de microscopia 6ptica, y a menudo mas sensibles que las técnicas
de inmunodeteccién (Diguta et al., 2010). Compuestos organicos como polifenoles y
polisacaridos presentes en los tejidos vegetales pueden inhibir o potenciar la
amplificacién por PCR (Varma et al., 2007). En el estudio elaborado por Saito et al., en
2013 establecen que la aplicacion de gPCR, se ha desarrollado como una aplicacion
para evaluar el riesgo de la enfermedad la cual proporciona una alternativa a las técnicas
de deteccibén visual y cultural. El estudio mas reciente ha sido realizado por Ammour et
al., en el 2019, este estudio est4 basado en el procedimiento desarrollado por Saito et
al., en 2013, en el que se introducen algunas adaptaciones con respecto al manejo del
material vegetal antes de la extraccion de ADN. En dicho ensayo compararon la
utilizacion de qPCR con las técnicas micoldgicas tradicionales para cuantificar Botrytis
cinerea en funcién de la colonizacion y la esporulaciéon en racimos. Concluyendo asi una
vez mas que los métodos tradicionales llevan mucho tiempo, mientras que el ensayo de
gPCR tarda aproximadamente de 3 a 4 horas, y proporciona resultados sensibles,
especificos y confiables.
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6. CONCLUSIONES

El estado sanitario de los vifiedos debe ser controlado para garantizar la calidad del
vifiedo y su posterior proceso de vinificacion.

Las técnicas de identificacion molecular son herramientas de investigacion potentes
para estudios bioldgicos, que pueden aplicarse a la deteccién de enfermedades incluso
antes de la aparicién de sintomas, evitando asi la posible propagacion de patégenos y
dando lugar a definir estrategias especificas y eficaces en cada caso.

El uso correcto de estas técnicas permite ahorrar grandes cantidades de dinero
derivadas del uso indistinto de insumos y las enormes pérdidas ocasionadas por la
muerte del vifiedo y su posterior reemplazo, como ya se ha puesto de manifiesto en los
estudios publicados

Actualmente, como ya hemos comentado, en el mundo de la viticultura y enologia sobre
el uso de estas técnicas y su interés en el mundo de la enologia, aun hay un gran
desconocimiento pero cabe destacar que cada vez mas se estan empleando técnicas
moleculares para determinar la presencia/ausencia de microorganismos con las
condiciones sanitarias y productivas del vifiedo. Sin embargo, algunos microorganismos
y empresas como Biomemakers tienen registrados una serie de resultados que han sido
publicados como “Casos de éxito de 2017”.

La mejora de estas técnicas y su accesibilidad conllevara el desarrollo de nuevas
herramientas para el estudio completo de los suelos viticolas y a su vez proporcionaran
la informacion necesaria para los enélogos para realizar un control estricto sobre las
enfermedades flngicas de madera presentes y su posterior control asi como sobre las
poblaciones de microorganismos presentes durante la elaboracién de vinos, que no eran
sujeto de la presente revision bibliogréafica, pero cuyo abordaje es similar al descrito.
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