INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

CENTRO DE INVESTIGACION EN CIENCIA
APLICADA Y TECNOLOGIA AVANZADA

UNIDAD QUERETARO

Aerobiologia de un agrosistema
de Vitis vinifera en el viiedo
Tierra de Pefia en Querétaro

Tesis

para obtener el grado de:

Maestria en Tecnologia Avanzada

Presenta

Eddy Gabriel Olmedo Valencia

Asesores

Dra. Regina Herndndez Gama

Dra. Eva Gonzalez Jasso

Santiago de Querétaro a 3 de diciembre de 2021




INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL L
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

ACTA DE REGISTRO DE TEMA DE TESIS
Y DESIGNACION DE DIRECTOR DE TESIS

Cudad de México, 3 14 de diciembre del 20219

El Colegio de Profesores de Posgrado de CICATA Unidad Querétaro en su Sesidn Ordinana No. 211210
cefebrada el dia 10 de! mes diciembre del 2021, conocid la solicitud presemada por el alumno:

% | Olmedo Roalids T yalenca Nombre(s): | Eddy Gabriel

Numeroderegistro. [BT1]ojo0[a[s8][0]

del Programa Académico de Posgrado: Maestria en Tecnologla Avanzada
Referente al registro de su tema de tesis; acordande lo siguiente:
1.- Se designa al aspirante el temna de tesis titulado:

[ Aerobiokeaia de un aarosisterna de Vitis winifera en el vifedo Tierra de Pedia en Querétaro ]

Objetivo genaral del rabajo de tesis:

Cuantificar @ identficar Jos microorgansmas mesofics assrcbios culvabies cepladas a@n ambiente adeeo de un vifedo,
medane ECnicas da microbicicgla tradicional

2 - Se designa como Directores de Tesis a los profegores:

Director: | Dra. Regina Hemandez Gama 2° Director: | Dra. Eva Gonzalez Jasso

No aplica: [:]
3.- El Trabajo de investigacion base para el desarrollo de la tesis serd elaborado por &l alumno en

CICATA-Unidad Queretaro

que cuenta con los recursos @ nfraestructura necesarios.

4 - El interesado debera asistir a los seminarioe desarroliados an el dres de adscripeidn del trabajo desde la fecha
en que 2 suscrbe la presente, hasta la aprobacion de la version completa de la t1esis por parte de la Comisitn
Revisora correspondiente.

Director de Tesis 2° Director de Tesis
Dra Regna Memandez Gama Dra. Eva r JBSS0
Aspirante em COW
= d-i i,
AL\ | ‘\’5‘.;
£ ,.gg{u N
Eddy Gabrel Olmedo Valenca Ramos..
k l:‘.'-"" v
A AD&
D ORI TAE
-npgcr 1ON
Pigre | &Y

2




INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

ACTA DE REVISION DE TESIS

En la Ciudad de | Querétare | giandg tas | 000 lhoras deldia | 06 | delmesde | diciembre
del| 2021 | se reunieron los miembros de ka Comision Rewvisora de la Tesis, designada por el Colegio de
Profesores de Posgrado de{ CICATA-IPN UNIDAD QUERETARO | para examinar la tesis fitulada:

Aerobiologla de un agrosistema de Vitis vinifera en el vifedo Tierra de Pefia en Querataro | @€l (1a) alumno (a).

Apeliido | Olmedo Apellido Valencia I Nombre (s): Eddy Gabriel
Paterno: | Materno: !

Numeroderegisto: [B[1[9[0[8[8]0|
Aspirante del Programa Académico de Posgrado.

Una vez que se reakzd un analisis de similitud de texto, utilizando el software antiplago, se encontrd que el
trabajo de tesis bene _20% de simiilud. Se adjunta reporte de software utilizado.

Después que esta Comision revisé exhaustivaments el contenido, estructura, intencion y ubicacion de los
textos de ka tesis identificados como coincidentes con otros documentos, concluyd que en el presente trabajo
Si[ | NO[ x | SECONSTITUYE UN POSIBLE PLAGIO.

JUSTIFICACION DE LA CONCLUSION: Los textos con similitud cuentan con citacion y estan
referenciados

miembros de la Comision manifest APROBAR SUSPENDER NO APROBAR ia tesis por

Finalmente y postenor a la lectura, revision mdlwu@asl como el analisis e intercambio de opiniones, los
UNANIMIDAD | x | o MAYORIA en virtud de 105 motivos siguientes:

Satisface los requisitos sefialados por las disposiciones reglamentanas vigentes.

COMISION REVISORA DE TESIS
.~51&$'43"'""
Ora. Regina iio-m’amx Gama Dx a ¥ Jasso
—';";fsr ,//‘ /-"




INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION ¥ POSGRADO

CARTA CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de México, D.F. el dia 15 del mes de diciembre del afio 2021, el (1a) que suscribe
Eddy Gabnel Olmedo Valencia, alumno{a) del Programa de Macstria en Tecnologia

Avanzada, con numero de registro B 190RED, adscritefa) al CLCATA — IPN - Ouerétare.

manificsto(a) que es ¢l (la) autor(a) intelectual del presente trabajo de Tesis bajo la direccion

del (de la. de los) Dra. ina Hernandez Gama v Dra. Eva Gonzdlez Jasso v cede los

derechos del trabajo titnlado Aerobiologia de un agrosistema de Vitis vinifera en el vidiedo

Ticrra de Pefia en Querétaro, al Instituto Politécnico Nacional para su difusion, con fines

académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacion no deben reproducir el contenido textual, graficas o datos del
trabajo sin el permiso expreso del (de la) autor(a) y/'o director{es) del trabajo. Este puede
ser obtenido escribiendo a las siguientes direcciones eddyeabnelolmedo 7@ email com,

rehermander @ipnumx, egonzalery@ipnmy. Si el permiso se otorga, el usuario debera dar el
agradecimiento comespondiente y citar la fuente del mismo.

1‘. |
= T

Eddy Gabriel Odmedo Valencia



Agradecimientos

Agradezco a Dios, por permitirme cumplir un objetivo mas en el ambito profesional,
y por darme la fuerza necesaria para mantenerme firme ante las adversidades que se me
presentaron en el transcurso de este gran aprendizaje. Gracias a €él, al apoyo de mis
familiares y asesoras pude lograrlo.

Agradezco al gobierno mexicano que a través del CONACYT me dieron la
oportunidad econdémica para mantenerme vigente en el proceso como estudiante de
maestria.

A las doctoras Regina Hernandez Gama y Eva Gonzalez Jasso por aceptar dirigir
y asesorarme durante el tiempo de la elaboracién de la tesis, por su apoyo en todo
momento y confianza en mi trabajo. Gracias por facilitarme los medios necesarios para
realizar todas las actividades que surgieron durante mi estancia como alumno.

A todos los integrantes de mi comité tutorial, quienes me apoyaron a mejorar la
tesis y los resultados aqui presentados, gracias por el tiempo dedicado y a su importante
aportacion que me ayudaron a incrementar mi conocimiento cientifico y personal.

A mi familia, por siempre estar presente en todo tipo de situaciones adversas y
motivarme a seguir. Gracias por inculcarme los valores necesarios para ser mejor
persona cada vez.

A mis compaferos que de una y otra manera me apoyaron en este proceso de
formacion. Gracias a ustedes recordé que, si algo se quiere, eso se puede hacer, aun
con las barreras que se interpongan en el camino.



RESUMEN

En un agrosistema de uva industrial (Vitis vinifera), podemos encontrar una gran variedad
de microorganismos como bacterias, levaduras y hongos filamentosos que pueden actuar
como benéficos o patdgenos e impactar en la salud del vifiedo, produccién uva y vino.
Uno de los principales riesgos son las enfermedades fangicas dentro de las cuales
destacan botritis, oidio y mildid. El uso de la aerobiologia es una estrategia util para
conocer los diversos tipos de bacterias y hongos presentes en las diferentes etapas del
ciclo de la vid. El objetivo principal de este estudio fue cuantificar e identificar las
comunidades fungicas en el vifiedo “Tierra de Pefia” localizado en el municipio de Colon,
Querétaro, el cual esta cultivado con 4 variedades tintas (Cabernet Sauvignon, Syrah,
Merlot y Tempranillo) y 2 blancas (Moscatel y Chardonnay), asi como la relacién de la
densidad y diversidad poblacional con los factores climaticos durante el periodo muestral.
Se realizaron muestreos aéreos en 2019 y 2020 del vifiedo, utilizando el método pasivo
de deposicidon en placa de Petri, se designaron 15 puntos muestrales con los cuales se
determiné un promedio de densidad poblacional en cada una de las etapas del ciclo de
la vid. Se utilizaron técnicas de morfologia colonial y microscépica para poder identificar
los géneros fungicos mas frecuentes. Los hongos identificados predominantes fueron los
pertenecientes a los géneros Aspergillus, Alternaria, Scedosporium, Aureobasidium,
Rhizopus y Cladosporium. Se realizé un andlisis de correlacibn de Pearson para
determinar la influencia de los pardmetros meteoroldgicos en la densidad poblacional de
bacterias y hongos. Las bacterias observaron una correlacion fuerte con la radiacion solar
(positiva) y humedad (negativa) en 2019 y una correlacion moderada con temperatura
maxima (positiva) y fuerte con la humedad (negativa) en 2020, para los hongos una
correlacion moderada con la velocidad de los vientos (positiva) y temperatura minima
(negativa) en 2019, una correlacion fuerte con la humedad (positiva) y temperatura
maxima (negativa) en 2020. Los datos sugieren que la distribucion de la comunidad
fungica y frecuencia fue influenciada por las diferentes etapas fenoldgicas del vifiedo,
tratamientos de control biolégico aplicados y las condiciones climaticas en todo el periodo
de muestreo. La mayor densidad poblacional de ambos microorganismos (bacterias y
hongos), en la atmdsfera del vifiedo, se encontrd en la etapa de floracion 16 de abril
(1965+395 UFC/m?3) en 2019 y en la etapa de letargo 14 de octubre (1905687 UFC/m?3)
en 2020.



ABSTRACT

In an industrial grape agrosystem (Vitis vinifera), we can find a great variety of
microorganisms such as bacteria, yeasts, and filamentous fungi that can act as beneficial
or pathogens and impact the health of the vineyard and production. One of the main risks
is fungal diseases, among which botrytis, powdery mildew, and mildew stand out. The use
of aerobiology is a useful strategy to understand the diverse types of bacteria and fungi
present in the different stages of the grapevine cycle. The main objective of this study was
to quantify and identify the fungal communities in the “Tierra de Pefa” vineyard located in
the municipality of Colon, Querétaro, which is cultivated with 4 red varieties (Cabernet
Sauvignon, Syrah, Merlot, and Tempranillo) and 2 white (Muscat and Chardonnay), as
well as the relationship of population density and diversity with climatic factors during the
sample period. Aerial samplings were carried out in 2019 and 2020 of the vineyard, using
the passive method of deposition in a Petri dish, 15 sample points were designated with
which an average population density was determined in each of the stages of the vine
cycle. Colonial and microscopic morphology techniques were used to identify the most
frequent fungal genera. The predominant fungi identified were those belonging to the
genera Aspergillus, Alternaria, Scedosporium, Aureobasidium, Rhizopus, and
Cladosporium. Bacteria observed a strong correlation with solar radiation (positive) and
humidity (negative) in 2019 and a moderate correlation with maximum temperature
(positive) and strong with humidity (negative) in 2020, for fungi a moderate correlation with
speed of winds (positive) and minimum temperature (negative) in 2019, a strong
correlation with humidity (positive) and maximum temperature (negative) in 2020. The
data suggest that the distribution of the fungal community and frequency was influenced
by the different phenological stages of the vineyard, applied biological control treatments
and climatic conditions throughout the sampling period. The highest population density
of both microorganisms (bacteria and fungi) in the vineyard atmosphere was found in the
flowering stage on April 16 (1965 + 395 UFC/m?3) in 2019 and in dormancy on October 14
(1905 + 687 UFC/m?3) in 2020.
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1 INTRODUCCION
Actualmente existe la necesidad de conocer la diversidad de particulas inorganicas y
microbianas que se encuentran dispersas en el aire en diferentes ambientes, asi como
sus efectos en estos mismos. El andlisis del contenido bidtico ambiental toma interés
desde el area médica por la capacidad de generar infecciones, efectos toxicos o alergias
en humanos, animales y plantas. En el area agricola ademas de las enfermedades en
cultivos, ayuda a pronosticar el rendimiento de la produccion en base a las

concentraciones polinicas en el aire (Garcia-Mozo, 2011)

La aerobiologia es considerada como una ciencia multidisciplinaria que estudia el
proceso de los bioaerosoles, que comprende las etapas de liberacion, retencion,
dispersion, deposicion e incidencia atmosférica de microorganismos aerotransportados
(Almaguer et al., 2008). Los estudios aerobiolégicos también se han empleado en los
cultivos de la vid para la evaluacion de hongos patégenos (Boso et al., 2019; Grinn-Gofron
et al., 2019; Martinez-Bracero et al., 2019).

El cultivo de uva (Vitis vinifera) ha tenido relevancia como actividad agricola en los ultimos
afos, tanto en el norte como en el centro de México. Con un total de 14 estados
productores, entre ellos Querétaro. Ademas de su consumo en fresco y pasa, la uva
industrial es uno de los principales insumos para el sector vinicola ya que de las 80
variedades producidas el 50% se destina a ese fin. Querétaro es uno de los estados que
tiene una produccion significativa de dicho fruto, ya que en varios municipios se cultiva la
vid, entre ellos se puede mencionar Pedro Escobedo, El Marqués, San Juan del Rio,
Colon, Tequisquiapan, Huimilpan, Querétaro, Corregidora, Ezequiel Montes, Toliman y
Penamiller (SIAP, 2020). En estas zonas los factores climaticos son favorables para la
implementacion de vifiedos, a pesar de que estos municipios geograficamente no se
encuentran dentro de las 2 franjas de la vid, que atraviesan las latitudes 30° y 50° norte
sobre la linea ecuatorial y sobre el hemisferio sur, entre los paralelos 30° y 40° (SADER,
2020). Debido a las caracteristicas climéaticas de semidesierto, lluvias en etapa de
maduracién, tipo de suelos y altitud, se ha considerado una viticultura de calidad en sus

uvas y vinos (De la Cruz de Aquino et al., 2012)

Existe una enorme diversidad microbiana en el ecosistema de vifiedos constituida por

organismos procariotas y eucariotas; su actividad presenta algunas condicionantes de
12



fertilidad, estabilidad y funcionamiento de agroecosistemas. Los microorganismos
resultan esenciales para garantizar los ciclos de nutrientes, los procesos de
descomposicion de material organico, un rol importante en la salud de la planta,
productividad, asi como incremento de tolerancia a factores de estrés bioticos y abiéticos
(Abdelfattah et al., 2019). Algunas especies de hongos son de alto interés agricola, ya
gue pueden llegar a causar enfermedades en planta 'y fruto, ligado a esto considerables
pérdidas econdmicas. Entre los padecimientos en vid mas conocidos se pueden destacar
el mildid polvoso (Erysiphe necator), moho gris (Botrytis cinerea), mildil velloso
(Plasmopara viticola) (Martinez-Bracero et al., 2019) y otras podredumbres fangicas
ocasionadas por hongos oportunistas como Aspergillus spp, Alternaria spp, Rhizopus

spp, Cladosporium herbarum y Penicillium spp. (Calvo Garrido, 2014).

En la ecologia viticola coexisten e interactian la planta con las comunidades microbianas
que influyen en el crecimiento, fisiologia y desempefio de vifiedos. Uno de los objetivos
mas importantes en el estudio de la microbiota aérea, es lograr cuantificar e identificar a
los microorganismos que conforman esa diversidad y esto se puede lograr a través de
técnicas microbioldgicas. Para el estudio de la diversidad fungica son utilizadas técnicas
de aislamiento en un medio de cultivo especifico conformado de nutrientes necesarios
para la viabilidad del in6culo, adecuando las variables que propician el crecimiento y
desarrollo de colonias como actividad de agua, presién osmética, temperatura y pH,
seguido de la observacion de caracteristicas morfolégicas (color anverso, reverso,
textura, superficie, pigmento difusible) y microscopicas preparadas con una tincion (hifas,
micelio, conidios) de los hongos estudiados para establecer un posicionamiento

taxonomico (Madigan et al., 2015).

Es importante mencionar que en la aerobiologia las fuentes antropogénicas apoyan al
incremento de microorganismos patégenos que contribuyen al deterioro del ambiente,

pérdidas de cosechas y contaminacion de alimentos (Sanchez & Almaguer, 2014).

Para el manejo de los agrosistemas de vid se presentan dos enfoques. El primero es el
convencional, que se caracteriza por el uso de fungicidas sintéticos, que pueden
ocasionar efectos negativos en las comunidades microbianas, incluyendo a grupos
benéficos como los hongos micorrizicos, asi como a las propiedades nutrimentales del

suelo (Schmid et al., 2011). El segundo enfoque es el manejo organico, su principal
13



objetivo es minimizar el impacto ambiental, utilizando la rotacidén de cultivos, plantas con
resistencia a patdgenos, dosis limitadas de pesticidas quimicos y reemplazar los

fertilizantes sintéticos por abono orgénico (Likar et al., 2017).

Algunos tratamientos efectivos permitidos en manejo organico son a base de cobre, sus
compuestos se utilizan como fungicidas que reducen el desarrollo de hongos y bacterias
en los vifiedos, al interactuar con los acidos nucleicos de las células y centros activos de
enzimas, pero en elevadas concentraciones puede ser toxico para la microbiota
enoldgica. El nivel de adherencia de estos compuestos en las hojas depende de varios
factores, incluido el tipo de hoja y las condiciones climaticas (Lamichhane et al., 2018).
Otro fungicida permitido en el manejo organico es el azufre, usado principalmente para
control sistémico de hongos. Se puede aplicar conjuntamente con compuestos cupricos,
obteniendo mayor eficiencia (INTAGRI, 2017). Dentro de la produccion organica e incluso
la convencional el abono organico a base de lombricomposta es de gran utilidad, se trata
del producto final de la oxidacion biolégica, degradacion y estabilizacion de residuos
organicos por la accion de lombrices como Eisenia andrei o E. fetida y microorganismos
en condiciones aerobias y mesofilas. Este abono es utilizado para mejorar el desarrollo
de la planta y las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del suelo (Villegas & Laines,
2017). Por otra parte, el extracto de alga obtenido de algunos tipos de algas verdes como
Ulva lactuca y pardas como Sargazzum liebmanii es utilizado como suplemento de
nutrientes, bioestimulante o biofertilizante en la agricultura para promover el crecimiento,
incrementar rendimiento y aumentar asi la calidad de diferentes cultivos (Zermefio
Gonzalez et al., 2015)
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2 ANTECEDENTES
A través del desarrollo histérico de la aerobiologia se han utilizado diferentes
metodologias e instrumentos de muestreo basados en principios fisicos, tales como la
deposicion gravitacional, impactacion, succién y la filtracién; o los mas recientes de
precipitacion e intrusion. Cada uno de ellos posee una serie de caracteristicas especificas
gue debe tenerse en cuenta a la hora de elegir el método mas adecuado para retener

particulas y el analisis que se pretenda realizar (Haddrell & Thomas, 2017).

La aplicacion de la aerobiologia en agricultura, particularmente en vifiedos de diferentes
regiones, se ve plasmada en diversas investigaciones. Garcia-Mozo en 2011 realizé una
revision sobre el uso de datos aerobiologicos en estudios agrondmicos, resaltando la
utilidad de la informacion obtenida por estudios aerobiol6gicos para anticipar los
rendimientos de varios cultivos a través de la influencia de emision de polen y su relacion
con factores climaticos e informacion fitopatolégica. Posteriormente, Martinez- Bracero et
al., 2018 reportaron un estudio agrometeorologico en vifiedos al sur de Espafa
detectando polen mayormente en aparicion de inflorescencias y floracion, relacionaron
estas concentraciones de polen con las condiciones climaticas presentes, concluyeron
que, en climas mas templados, los ciclos de vid fueron mas cortos y en los climas
tropicales més largos. En 2019 Martinez-Bracero y colaboradores realizaron un estudio
en el que investigaron la relacion entre la concentracion de esporas aéreas de 3
importantes enfermedades fungicas como el mildid polvoso, moho gris y mildit velloso
con las etapas fenolégicas en 4 vifiedos ubicados al sur de Espafia, asi como los factores
gue promueven el desarrollo de hongos y la infeccion de los vifiedos. El muestreo aéreo
lo llevaron a cabo con un captador tipo Hirst y 4 captadores pasivos. Los muestreadores
pasivos ubicados en el vifiedo confirmaron que las concentraciones de polen en el aire
registradas por el muestreador volumétrico tipo Hirst si eran representativas de la region

en su conjunto.

Para el 2020, Martinez-Bracero y colaboradores realizaron un estudio de esporas
fungicas de 3 zonas viticolas europeas, en el noroeste, sur de Espafia y el sureste de
Polonia, enfocados a mildia polvoso, moho gris y mildit velloso. La mayor abundancia de
esporas en los vifiedos fue de Erysiphe necator seguido de B. cinerea y P. viticola; el
muestreo de particulas aéreas de los vifiedos lo realizaron utilizando 3 muestreadores
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tipo Hirst. Realizaron una correlacion Spearman de concentracion de esporas con los
parametros climaticos y obtuvieron una relacion significativa de humedad relativa y
precipitaciones con E. necator, B. cinerea con humedad relativa y lluvia. P. viticola mostro
una relacion significativa con lluvias, pero en el caso de la zona suroeste en vifiedo de
Polonia no hubo significancia estadistica. La temperatura fue la variable que afecto la
concentracion de esporas en ambas areas del sur de Europa, pero no significante en

Europa central.

Por otro lado, Fernandez-Gonzéalez et al., 2019 propusieron un sistema que contenia
datos fenoldgicos, sensores biolégicos de indicador patogénico y el indice
agrometeorologico Goidanich para optimizar la aplicacién de tratamientos fungicidas para
mildiu velloso (P. viticola) en un vifiedo localizado en Cenlle al noroeste de Espafia. Las
muestras aéreas las obtuvieron utilizando un muestreador volumétrico Lanzoni VPPS
2000 y su total mas alto obtenido fue de 1255 esporas/m3de P. viticola en 2010. Ademas,
obtuvieron una ecuacion de regresion que representd el 95.9% de la variacion de la

concentracion de esporas.

Gonzalez-Fernandez et al. (2020) realizaron una investigacion y analisis aerobiologicos
de polen y esporas de Botrytis cinerea, Plasmopara viticola y Erysiphe necator, en
correlacion con parametros meteorologicos y produccion floral en vifiedos localizados al
noroeste de Esparia, utilizando un muestreador volumétrico Lanzoni VPPS — 2000. Este
estudio mostré un efecto negativo de la lluvia para la fertilizacién durante la floracién, que
presentdé una disminucién importante en concentraciones de polen aéreo. Ademas,
corroboraron estadisticamente el efecto negativo de las altas temperaturas sobre el

cuajado y envero de la vid.

Por otra parte Abdelfattah et al., 2019 realizaron un estudio de la interaccion de los
hongos con la interfaz planta — aire en 2 vifiedos de Taranto Italia, tomaron muestras
aéreas, asi como de hojas, flores y frutos, extrajeron ADN que posteriormente
secuenciaron para poder asignar el perfil taxonémico. Sus resultados revelaron
interaccién entre comunidades de hongos de la filosfera de la uva con el aire circundante.
Las plantas contribuyeron como una fuente importante de reclutamiento para la
aeromicrobiota, mientras que ésta solo contribuyé con una pequeiia fraccion de la

comunidad fungica vegetal.
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Los trabajos anteriormente mencionados se relacionan con la presente investigacion,
debido a que proponen metodologias aerobiolégicas aplicadas en agrosistemas de Vitis
vinifera, objetivos de estudio similares para el conocimiento de enfermedades flngicas
importantes en vifledos de diferentes regiones y aportaciones de datos que pueden ser

Gtiles al comparar resultados.

El presente trabajo surge de la importancia que ha tenido la produccion vitivinicola en
México, particularmente en el estado de Querétaro y a la fuerte inversion que implica
establecer y mantener un vifiedo. Es de suma importancia para el viticultor, implementar
y desarrollar practicas seguras de cultivo y produccion que puedan promover un
agrosistema saludable, asi como también evitar que algunas enfermedades incidan
durante el ciclo bioldgico de la vid. Los hongos son microorganismos que se encuentran
presentes en el ambiente aéreo durante un lapso considerable de tiempo, debido a sus
mecanismos de propagacion a través de esporas, pueden alcanzar a las plantas y

alojarse en sus superficies con el potencial riesgo de generar alguna enfermedad.

Los hongos filamentosos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y sus esporas
pueden permanecer suspendidas en el aire durante largos periodos de tiempo, por ese
motivo se propone el uso de métodos de muestreo aerobiolégico para determinar la
presencia y frecuencia de hongos cultivables. Los datos microbiologicos pueden
emplearse para predecir interacciones positivas o negativas con el agrosistema de la vid.
Adicionalmente, los datos climaticos pueden analizarse en relacion a la frecuencia de

hongos en cada etapa del ciclo anual.

El objetivo principal de este trabajo es cuantificar e identificar los microorganismos
cultivables captados en ambiente aéreo de un vifiedo, mediante técnicas de microbiologia
tradicional. Del cual surgen tres objetivos especificos que son, monitorear la presencia
de hongos y bacterias cultivables meséfilos aerobios por la técnica de deposicion por
gravedad en placas Petri durante las diferentes etapas de 2 ciclos anuales de la vid,
después identificar los hongos presentes mas frecuentes mediante morfologia colonial y
microscopica y finalmente analizar el efecto de los factores climaticos en la cantidad y

proporcién de hongos y bacterias.
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3 MARCO TEORICO

3.1 Aerobiologia y dispersién de microorganismos a través del aire.

Recientemente la aerobiologia es definida como una ciencia multidisciplinaria que estudia
las diferentes etapas del transporte aéreo que comprende la liberacion, retencion,
dispersién, deposicion e incidencia atmosférica (Almaguer et al., 2008). Tiene numerosas
aplicaciones en diferentes campos, como en la medicina, fitopatologia, cambio climatico,

contaminacion ambiental y agricultura (Docampo, 2008).

Muchos microorganismos son transportados a diferentes escalas de dispersion (granja,
regional y continental) a través del movimiento de las corrientes aéreas (Schmale & Ross,
2015). Los bioaerosoles forman un complejo importante de particulas suspendidas en el
aire, como granos de polen, esporas fungicas, bacterias, virus, alergenos y otras
particulas. Algunos patdégenos de alto riesgo son transportados a largas distancias en la
atmosfera (Schmale & Ross, 2015). La habilidad de monitorear los movimientos de ellos
es conveniente para prevenir la propagacion de enfermedades y establecer medidas
efectivas de control (Maldonado-Ramirez et al., 2005). Los agricultores pueden usar esta
informacion para ayudar a la toma de decisiones para el manejo de enfermedades de

plantas, como la aplicacién oportuna de tratamientos apropiados (Garcia- Mozo, 2011).

La aerobiologia en el campo agricola permite detectar la presencia de enfermedades
fungicas, por las esporas que son las principales estructuras de dispersion de hongos,
estudiar el comportamiento de estas esporas y su interaccion con factores
meteorolégicos en su proceso de transporte y deposicion (Boso et al., 2019). Sus
aplicaciones en agricultura destacan en 3 aspectos: estudios fenolégicos, brote de plagas
y previsibn de cosechas (Rodriguez de la Cruz, 2017). Respecto a la fenologia, se
encaminan a predecir mediante parametros climatolégicos las estaciones polinicas como
inicio, incidencia y concentracion de polen en determinado tiempo (Martinez-Bracero et
al., 2020). En el area de fitopatologia, la perspectiva de investigacion esta relacionada
con concentraciones de esporas y efecto de enfermedades en cultivos que utilizan la
atmosfera como medio de dispersion para su supervivencia y colonizacion (Cortifias-
Rodriguez et al., 2020). Finalmente, la produccion de cosechas, que esta influenciada
por la cantidad de polen durante la etapa de floracion anterior. Mediante los estudios

aerobioldgicos, se puede determinar la intensidad de polinizacion, valorar la viabilidad y
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dispersion del polen en un estadio preciso, que proporciona informacion util para estimar

la productividad de los vifiedos (Martinez-Bracero et al., 2018)

Los factores meteorolégicos como temperatura, humedad relativa, precipitaciones o
velocidad del viento, interacttan y pueden influir en la concentracion de propagulos
fungicos. Asi como la variedad de vid cultivada, y la etapa fenolégica en que se encuentre
la planta, se presentan variaciones por la influencia de estos factores, al igual que en el
impacto de cada uno de ellos (Albelda et al., 2005).

La temperatura es el componente del clima mas importante para definir la época y
velocidad de las distintas etapas fenoldgicas (Almanza - Merchan et al., 2012), asi como
para el transporte de particulas bioldgicas debido a que calienta el aire y produce una
turbulencia, haciendo que estas se eleven a la atmosfera (Cid-Martinez et al., 2015). La
humedad relativa favorece el desarrollo de la planta y floracion, en el caso de polen y
esporas, puede favorecer la disponibilidad, pero al presentarse indices maximos o
minimos a lo requerido pueden afectar la viabilidad y transporte de ambos (Haddrell &
Thomas, 2017). La radiacion solar es un parametro directamente relacionado con la
temperatura y el fotoperiodo, éste ultimo desactiva la dormancia e inicia la floracién, ya
que activa las hormonas de crecimiento (giberelinas y citoquininas) (Merchan, 2011). El
incremento de horas de sol favorece la presencia de polen en la atmosfera (Moreno-Grau
et al., 2000). Las precipitaciones son importantes en el crecimiento de la mayoria de los
grupos de hongos, ademas intervienen en el proceso de liberacion de sus esporas en el
ambiente (Rua-Giraldo, 2013).

Se han desarrollado diferentes métodos e instrumentos para monitorear bioaerosoles
como muestreadores por precipitacion (gravimetria, electrostatica y térmica), de impacto
(succidn, cascada, inerciales y ciclénicos), de filtracion (filtros sélidos) (Pasquarella et al.,
2000). El método gravimétrico es uno de los mas simples, que consiste en exponer una
superficie al aire, sobre la cual sedimentan particulas por gravedad. La eficacia de este
captador presenta variacion significativa en funciéon del tamafio de particula, velocidad y
direccion del viento o turbulencias atmosféricas. La principal desventaja es que no existe

forma de conocer el volumen de aire muestreado (Nieto-Lugilde, 2008).

19



3.2 Elcultivo de vid
Querétaro se encuentra dividido en 18 municipios, entre los que cultivan vid podemos

mencionar Pedro Escobedo, EI Marqués, San Juan del Rio, Colén, Tequisquiapan,
Huimilpan, Querétaro, Corregidora, Ezequiel Montes, Toliman y Pefiamiller considerados
la porcién plana de sur y sureste del estado, con altitud entre 1800 y 1900 msnm,
geograficamente estan ubicados entre los paralelos 20°23’ y 20°38’ de altitud norte y
99°56’ y 100°17’ de longitud oeste. El valle tiene una superficie aproximada de 637 Km>.
Los meses méas célidos frecuentemente son mayo y junio, excepcionalmente julio y
agosto y los meses mas frios son diciembre y enero. Respecto a la oscilaciéon de la
temperatura, se puede considerar que la region es extremosa, con diferencia entre el mes
mas frio y el mas caliente entre 7 °C y 14 °C; esto permite considerar que si existe una
estacionalidad a lo largo del afio, condicién importante en la fenologia de los cultivos,
pues mientras el frio acumulado en otofio y principalmente en invierno propicia el letargo
y acumulacion de reservas, el calor primaveral y veraniego favorece la brotacion y todos
los demas procesos de formacion, maduracion y cosecha de las uvas (De Jesus-
Contreras et al., 2019)

En el cultivo de vid y produccion de vino intervienen tres factores basicos: suelo, climay
variedad. La conjuncion de estos tres elementos permite la produccion de racimos que
alcancen una madurez con las caracteristicas intrinsecas de cada variedad, sobre todo
en cuanto al contenido de azlcares, acidos, aromas, color, etc. Ademas, esta maduracion
se produce en un clima y suelo determinados que otorgan al producto particularidades
propias del sitio viticola o terroir. Otras variables determinantes de la calidad son las
técnicas de viticultura, como el empleo de porta injertos, las précticas culturales, las

técnicas de elaboracion y crianza (Sotés-Ruiz, 2011).

3.3 Ciclo biolégico de la vid

La vid, es una planta lefiosa perenne que se desarrolla a través de los afios siguiendo un
ciclo vegetativo interanual, pero que, ademas, en las regiones de clima templado
mediterraneo presenta un ciclo anual, lo que no sucede en situaciones mas tropicales,

en las cuales la planta permanece constantemente activa (Pifia & Bautista, 2004)

El ciclo interanual de la planta comprende 4 fases: 1) crecimiento y formacion, durante

ésta la planta se desarrolla para adquirir su forma de conduccion adulta, no hay
20



produccion y dura 3 afios, 2) desarrollo de la planta, la planta en su forma adulta, tiene
una produccién creciente en cantidad y calidad, esta fase dura de 7 a 10 afos,
dependiendo de las condiciones del medio; 3) productiva, durante esta etapa se estabiliza
la produccion, tiene una duracion aproximada de 30 o 40 afios, contando desde la
plantacion; 4) envejecimiento, la calidad del producto sigue un atenuado incremento, al
mismo tiempo que disminuye sensiblemente la produccion (10 afios) (Fernandez-
Gonzalez, 2011).

El ciclo anual comprende el ciclo vegetativo y el reproductor de la vid. Se presenta en
diferentes fases en un orden constante que van desde gran actividad en primavera, que
decrece en verano y cesa en otofio, cerrando el ciclo con un periodo de reposo en otofio

e invierno. Se pueden observar las etapas en el ciclo anual de la vid en la figura 1.

Reposo invernal. Tiene lugar después de la caida de las hojas debido a las bajas
temperaturas (Fernandez Gonzélez, 2011).

Poda. Se realiza durante el periodo de reposo invernal; es la mas importante y tradicional.
Aqui se definen los cargadores que generaran la produccion de la temporada. Esta poda
no tiene efectos negativos o adversos sobre la planta, siempre que se realice antes de
que comience la actividad de las yemas distales, ya que se podria generar un
desequilibrio o atraso en los estados fenolégicos ( (Zolezzi & Albarca., 2017).

Lloro. Terminando el reposo, la planta inicia actividad metabdlica en la que se observa
una exudacién en los cortes de la poda, se hace visible como un simple goteo con
duracion de algunos dias. Los lloros corresponden a la entrada en actividad del sistema
radicular por accion de la elevacion de la temperatura en el suelo (en climas templados).
Se produce una activacion de la respiracion celular, con la consecuente absorcion de
agua y sustancias minerales y la transformacién y movilizacion de sustancias de reserva
(Merchan, 2011).

Brotacion. Se desarrollan estructuras en las que primero salen las hojas y después los
racimos pequefios, depende de la variedad y las condiciones climaticas (Zolezzi &
Albarca, 2017).

Floracién. Los estambres se despliegan y los granos de polen se dispersan para poder
fecundar a los 6vulos. No todas las flores de un racimo se abren al mismo tiempo, la
floracion se escalona de 10 a 15 dias (Fernandez Gonzalez, 2011).
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Cuajado. Después de la fecundacion, el cuajado o fructificacion es la formacion del fruto.
Envero. Los frutos que cuajaron comienzan a aumentar su tamafo y posteriormente a
desarrollar el color. Este proceso dura unos 15 dias y coincide con el inicio del
agostamiento (pampanos se convierten en sarmientos). Esta fase es el inicio de la
maduracién, donde se producen los cambios mas importantes en las uvas.

Vendimia. Etapa donde el Endlogo analiza los niveles de acidez y azlcar deseados, una
vez obtenidos se procede a la cosecha.

Caida de la hoja. El envejecimiento de la hoja ocurre desde la base hacia la punta en
condiciones normales, al perder clorofila, proteina, ARN ribosémico, y finalmente la
muerte celular después del incremento de respiracion (Merchan, 2011).

Las temperaturas adecuadas para el desarrollo de cada una de las etapas fenolbgicas
del ciclo de la vid son las siguientes: apertura de las yemas 9-10° C, floracion 18-22° C,
de floracion a cambio de color de las hojas 22-26° C, de cambio de color a la maduracion
20-24° C, y durante la vendimia de 18-22° C. Se considera que el clima 6ptimo para
obtener un rendimiento eficiente en el cultivo de la vid necesita de temperaturas
templadas (de 9 a 24°C), lluvias moderadas y veranos mas bien secos, con horas de luz
intensas y prolongadas (Fernandez Gonzalez, 2011).
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Figura 1. Ciclo de la vid
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Nota: modificada de https://bit.ly/3nMGGrX

3.4 Diversidad de organismos presentes de un campo de vid

Existe una diversidad microbiana constituida por bacterias, hongos y levaduras entre
otros, que conforman determinado ambiente, este conjunto se define como microbiota.
Su actividad y variedad constituyen condiciones de fertilidad, estabilidad, funcionamiento
de ecosistemas; y resulta esencial para garantizar los ciclos de nutrientes y los diferentes

procesos de descomposicion de material organico (Abdelfattah et al., 2019).

En los vifiedos se puede encontrar una diversidad de insectos relevantes, tanto benéficos
(polinizadores) como las abejas y moscas de la fruta que contribuyen al desempefio de
cultivos y plantas silvestres; enemigos naturales (depredadores) (Lopez Garcia et al.,
2019) y patégenos (plagas), favorecidos por la maleza presente y por la misma vid
ofreciendo variadas fuentes de alimentacion y reproduccion (Tafoya-Rangel et al., 2016).
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Se ha detectado mas de 60 virus que afectan al viiedo. Estan compuestos en su mayoria
por ARN y una envoltura protectora de proteina, pueden ocasionar enfermedades
transmisibles por injerto, por insectos y por nematodos. Las enfermedades virales se
nombran principalmente en base a la descripcion de sintomas observados en las plantas
enfermas, por ejemplo, enrollamiento de la hoja, jaspeado, deformacion de tejidos o
enanismo. Se pueden presentar infecciones mixtas y los mismos sintomas causados por
mas de un virus, también influenciados por condiciones estacionales, climaticas y pueden
provocar pérdida de vigor de la planta, maduracién irregular, menor rendimiento y en

casos graves una pérdida de hasta el 90% de produccion (Wu et al., 2020).

Algunas bacterias pueden emplearse en control biolégico, debido al antagonismo que
presentan y a la capacidad de promover el crecimiento de las plantas, al potenciar los
nutrientes disponibles, mediante la fijacion de nitrégeno, disolucion de fosfatos y aumento
de raiz superficial (Juarez, 2017). Sin embargo, también hay bacterias patégenas, las tres
principales enfermedades de etiologia bacteriana que afectan a la vid son: “tumores de
la vid” (Agrobacterium spp.), “necrosis bacteriana de la vid (Xylophylus ampelinus) y
“‘enfermedad de Pierce” (Xylella fastidiosa), a pesar de sus diferencias, todas ellas tienen
en comun la dificultad de su control debido a la escasez y falta de eficacia de productos
fitosanitarios autorizados contra las enfermedades bacterianas, por lo que la principal
medida de control es la prevencion (Abdellatif et al., 2013, Grall et al., 2005, Lindow,
2019).

Los hongos tienen un papel importante como organismos degradadores, reciclan una
gran parte de los desechos orgéanicos, transformando materia muerta y devolviendo
sustancias asimilables por otros seres vivos. Los hongos filamentosos se originan a partir
de conidios, los cuales, al presentarse condiciones adecuadas de humedad, temperatura,
luz y nutrientes esenciales, germinan para posteriormente desarrollar hifas y micelio, que
son estructuras que constituyen la unidad estructural de la mayoria de los hongos. Las
condiciones necesarias para su desarrollo son: una base de nutrientes, humedad y
temperaturas para crecimiento en un rango de 25°C a 45°C, quedando en latencia
durante periodos poco favorables (Madigan et al., 2015). El conocimiento de estas
esporas en la atmésfera de vifiedos, es importante para cerciorarse de la carga fungica
durante el ciclo reproductivo de la vid (Martinez-Bracero et al., 2020).
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Las levaduras saprofitas son otro grupo microbiano de interés, pues tienen capacidad
antagonica hacia hongos, secretan compuestos que pueden inhibir el crecimiento de
especies susceptibles, competir por nutrientes, resistir las defensas del hospedero y
micoparasitar. Algunos géneros de levaduras frecuentemente reportados son
Sacharomyces cerevisiae y Rhodotorula spp. (Juarez, 2017). También tienen una gran
importancia por su participacion en la fermentacién del mosto de la uva en la fabricacion
del vino (Ortiz-Barrera et al., 2015).

Las enfermedades con mayor incidencia en vifiedos son producidas por los hongos
Botrytis cinerea, Plasmopara viticola y Erysiphe necator, cominmente se conocen como
podredumbre gris, mildil y oidio respectivamente. Botrytis cinerea puede infectar
diferentes 6rganos vegetales como los frutos a través de conidios o de micelio, atacar a
casi todos los 6rganos y manifestarse de inicio en tallo, para atacar posteriormente hojas,
flores y frutos segun la etapa fenoldgica de la vid (Armijo et al., 2016). Mildil es una de
las enfermedades fungicas mas conocida, debido a los graves dafios ocasionados si las
condiciones climaticas le son favorables se hace presente en toda la planta como
manchas de coloracién pardo — amarillenta y en el envés de las hojas con una pelusilla
blanquecina formada por micelio (Carisse, 2016). Oidio, este hongo se caracteriza por
tener micelio blanquecino, desarrollo externo y ascosporas unicelulares. Se presenta en
condiciones de extrema humedad ocasionada por las lluvias, y suele ser confundido con
mildiu. La sintomatologia particular es la generacion de puntos de color marron sobre las
hojas, y un polvillo blanco que se observa en el haz y el envés de éstas, sus ataques son

visibles a simple vista (Qiu et al., 2015).
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacion del sitio de muestreo

El estudio se realiz6 en el vifiedo Tierra de Pefia, en el municipio de Colon Querétaro,
Carretera Bernal Km 3, los Benitos, con coordenadas geograficas 20.710814, -
99.942065. El viiedo comenzo con sus actividades en 2014 y cuenta con una extension
de 7 Ha, las cuales estan cultivadas con 6 variedades, 4 tintas, Tempranillo, Cabernet
Sauvignon, Syrah, Merlot; y 2 blancas, Moscatel y Chardonnay.

Los tratamientos que se aplican mayoritariamente son dos, el primero consiste en un
fertilizante a base de extracto de alga y lombricomposta que restaura y mejora los niveles
basicos de la biologia del suelo e incorpora una variedad de formulaciones bacterianas
(Rhodopseudomonas palustris, Bacillus amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. subtilis y
B. pumilus) que brindan fortalecimiento vegetal. El segundo, consiste de una mezcla de
cumulos de azufre y cobre aplicados de manera foliar, con el objetivo de prevenir y
controlar el desarrollo de hongos que puedan ocasionar una enfermedad al vifiedo, estos
tratamientos son los comunmente permitidos para el manejo organico. Se aplica también
a inicio de actividades un tratamiento de compostaje de estiércol de bovino con la
intencién de fortalecer el suelo y que esté disponible para el inicio de la actividad
vegetativa de la vid. En la figura 2 se observan, los tratamientos aplicados, asi como las

fechas de aplicacion en los dos ciclos anuales de estudio.

El municipio de Colén, Querétaro cuenta con clima templado semiseco con una
temperatura promedio anual de 17.5°C. En promedio, durante los meses de abril y mayo
se registra la temperatura mas alta, 29°C. El extremo opuesto se registra en los meses
de diciembre a enero con 4.0°C, la precipitacion media estatal es de 570 mm anuales y

las lluvias se presentan en verano en los meses de junio a septiembre.
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Figura 2. Calendario de tratamientos aplicados en el vifiedo durante el periodo de estudio.
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Nota. Se muestran los tratamientos aplicados en cada una de las etapas del ciclo de la vid 2019 — 2020,
los colores se relacionan con la etapa vegetativa (verde), presencia de fruto y maduracion (rosa/vino) y la
entrada al letargo vegetativo (café). Elaboracién propia.

4.2 Disefio de muestreo

El disefio parte del modelo “5 de oros” (Santana-Espinoza et al., 2016) y para garantizar

la mejor cobertura del terreno se designaron 15 puntos muestrales. Las coordenadas

geograficas de cada punto muestral se presentan en la tabla 1 y en la figura 3 se

presentan las variedades sembradas en el vifiedo y los puntos muestrales designados

para el muestreo aéreo.
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Tabla 1. Coordenadas geograficas de los puntos

muestrales
Coordenadas

Puntos muestrales Latitud Longitud

1 20.709684  99.942068
2 20.710533 99.942112
3 20.710767  99.942986
4 20.711124 99.944328
5 20.711153 99.945661
6 20.710912  99.946796
7 20.710158  99.946860
8 20.709534 99.945788
9 20.709531 99.944527
10 20.709401 99.943118
11 20.709937 99.945776
12 20.710860 99.945690
13 20.709769  99.943081
14 20.710484 99.943015
15 20.710291 99.944428

Coordenadas de latitud y longitud tomadas del GPS en
formato DD de cada uno de los puntos
seleccionados para muestrear.



Figura 3. Puntos muestrales y variedades cultivadas en el vifiedo Tierra de Pefia

Chardonnay

‘ Cabernet Sauvignon ‘ Merlot
Tempranillo Moscatel

Nota. En esta figura se representan los 15 puntos muestrales seleccionados, las 6 variedades de vid
cultivadas en el vifiedo con texturas diferentes para distinguirlos. Fuente: tomada y modificada de
https://bit.ly/3mVhZYE; rosa de los vientos t.ly/fwUG.

Syrah

4.3 Tomay procesamiento de muestra
Para la programacion de los muestreos se tomo en cuenta la informacion obtenida de las
referencias consultadas y las que el viticultor Luis Fernando Aburto Guerrero proporcioné

respecto al manejo del vifiedo a su cargo.

El inicio del muestreo fue en la etapa fenolégica de lloro y se realizaron muestreos en

cada etapa del ciclo anual de la vid de acuerdo a la tabla 2.
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Tabla 2. Fechas de muestreo de cada etapa fenolégica durante el 2019 y 2020

Etapa 2019 2020
Lloro 16 febrero 07 febrero
Brotacion 22 marzo 20 marzo
Floracién 16 abril 28 abril
Cuajado 23 mayo 06 junio
Envero 04 julio 30 junio
Vendimia 20 agosto 21 julio
Caida de hoja 08 octubre 10 septiembre
Letargo 14 noviembre 14 octubre

La colecta de las muestras aéreas se realizo colocando 3 cajas de Petri con agar triptona
extracto de levadura (extracto de levadura 3 g/L, triptona 6 g/L, agar 17 g/L) de 80.5 mm
de diametro sobre la base de un muestreador aéreo, se muestre6 a una altura de 1.6 m,
contando con un tiempo de exposicion de una hora. Pasado el tiempo de exposicion las
cajas de Petri se taparon, después se colocaron en bolsas de polietileno y fueron
trasladadas al laboratorio de Bioquimica del CICATA IPN Unidad Querétaro, donde se
incubaron a 28 °C. Se realiz6 cuenta viable de cada una de las placas a las 24 h para
bacterias y 72 h para hongos. La transformacién de los datos a unidades formadoras de
colonias por metro cubico (UFC/m3) fue estimada de acuerdo a la ecuacion de
Omelyansky (Ljaljevi¢ Grbi¢ et al., 2018).

N= (5a x10%(bt) L

Donde N es UFC*m3, “a” es el nimero de colonias flngicas por caja de Petri, “b” es la

superficie de exposicion de la caja de Petri (cm?),”t” es el tiempo de exposicién en h.

El monitoreo del clima se obtuvo de la estacion climatica que se encuentra dentro del
vifiedo, esa informacién nos la proporciond el encargado del vifiedo y se tomaron en
cuenta los datos registrados 6 dias antes y el dia del muestreo. Las variables que se
registraron fueron promedio, maximo y minimo de temperatura (°C), humedad relativa
(%), velocidad de los vientos (km/h), precipitaciones (mm) y radiacion solar en (W/m?) y

para la direccion de los vientos se registraron los patrones mas comunes en ese periodo.
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Se seleccionaron colonias fungicas que presentaron morfologia colonial diferente. Las
colonias que resultaron con frecuencia mayor, se sometieron a un aislamiento en el

mismo medio de cultivo utilizado para su captacion.

4.4 ldentificacion por métodos de microbiologia tradicional

4.4.1 Morfologia colonial
Se describio la morfologia colonial de acuerdo a las caracteristicas necesarias para

realizar una identificacion adecuada. Los criterios fueron los siguientes: tamafio de
colonia (didmetro), coloracibn anverso y reverso, textura, superficie, aspecto,

consistencia y borde (Barnett & Hunter, 1998).

4.4.2 Microcultivo
Cada hongo aislado se inoculé por picadura en las 4 caras laterales de un cubo de agar

ATE de 0.5 cm de alto y 1 cm de ancho y largo, posteriormente se incub6 a 28 °C durante
dos semanas. Estos microcultivos se monitorearon diariamente para verificar su estado
de hidratacién y al finalizar el tiempo de incubacién se realizé una tincién con azul de
lactofenol y se observaron al microscopio de luz transmitida marca Axio Scope Al, Carl
Zeiss. Se realiz6 la identificacién a nivel de género de acuerdo a las claves taxonémicas,
considerando el tipo de micelio, septado o cenocitico, hialino o fuliginoso; tipo de hifa,
conidiéforo y forma de los conidios (Barnett & Hunter, 1998).

4.5 Disefio experimental y analisis estadistico

Para el analisis estadistico se realizd un analisis de varianza (ANOVA) en Excel, tanto
para bacterias y hongos, con el cual se obtuvieron las diferencias significativas respecto
a los grupos formados por los valores de cada uno de los 15 puntos muestreados en cada
una de las etapas del ciclo de vid 2019 — 2020, comparando sus respectivas medias y
desviaciones estandar. También se analiz6 el comportamiento de la densidad poblacional
promedio por cada una de las etapas 2019 — 2020 con una grafica de tendencia. Por otra
parte, se identifico la frecuencia de los géneros de hongos que prevalecieron durante el

periodo muestral completo.

Finalmente se realizé un analisis de correlacion de Pearson en Excel con los promedios
de densidad poblacional de cada etapa muestreada y promedios de las condiciones

climaticas que prevalecieron en cada una de las etapas para identificar el efecto de las
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variables climatoldgicas en la variabilidad de la densidad poblacional promedio en cada

una de las etapas gue se muestrearon.
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5 RESULTADOS

5.1 Cuantificacién de propagulos aéreos

En los muestreos realizados se obtuvo que del total de microorganismos colectados, el
58% correspondio a hongos filamentosos y el 42% a bacterias para el afio 2019, el 63%
de hongos y 37% de bacterias para el 2020. El total de hongos fue mayor que el de
bacterias encontradas en el periodo estudiado, donde 5233 UFC/m3 fue la concentracion
de la suma de promedios anual de hongos y 3274 UFC/m?3 de bacterias ciclo 2019, 5793
UFC/m?3 de hongos y 3371UFC/m?3 de bacterias ciclo 2020.

Ahora bien, de acuerdo a datos proporcionados por el viticultor, las etapas fenol6gicas
del periodo muestral tuvieron un comportamiento muy homogéneo, sélo se presentaron
unos pequefios cambios en vendimia, pero esto debido a los diferentes tiempos de
maduracién de la variedad tempranillo, especificamente. Referente a la densidad
poblacional en cada uno de los 15 puntos muestrales, también se observd un
comportamiento similar para la mayoria, sélo en algunos puntos se presenté diferencia
significativa, esta informacion la podremos ver representada a detalle en cada una de las
figuras 4 — 19 de todas las etapas de los ciclos 2019 y 2020, que se atribuyo a
condiciones climaticas presentes en cada una de la etapas muestreadas (tablas 19 y 20)

y factores particulares que influyeron en la captacion de indculo en ellos.

En cada una de las etapas del ciclo de vid se presenta la densidad poblacional promedio
en una grafica individual obtenida del triplicado de las muestras, tanto para bacterias

como para hongos, asi como diferencias significativas entre los datos.

Iniciando con la etapa de lloro 2019, el muestreo se realizé el 16 de febrero, se observo
un promedio de 957+628, 759+185 UFC/m? para bacterias y hongos respectivamente.
En la mayoria de los 15 puntos muestrales no se presenta diferencia significativa, excepto
los puntos 2 y 3 en bacterias (Figura 4), esta variacion se atribuye a que el dia del
muestreo, al colocar las placas Petri, el personal de labranza se encontraba aplicando
composta de estiércol de bovino muy cerca de ambos puntos, y al ser material particulado
con actividad microbiana importante (Viohache, 2015), pudo volatilizarse e influir en la
cuantificacion de bacterias. Por otro lado, el punto 11 en hongos también presenta una

variacion respecto a los demas puntos, es posible que alguna variacion en el sistema de
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riego por goteo haya afectado la humedad en ese punto, ya que este se realiza de manera
automatica (Figura 4). En lo referente a las condiciones climaticas de esta etapa, se
muestran en la Tabla 3, reportando temperatura promedio de15.3+6.7 °C, maxima 29.8°C
y minima 5.3°C, humedad relativa de 57.8+21.1 %, velocidad del viento 11.1+7.2 km/h,
precipitaciones (NP) y radiacion solar 469+311 W/m2. Para la direccidn de los vientos se
registraron los patrones de vientos mas frecuentes en esa semana (SSW, SW, S). Se
puede observar que las temperaturas incrementaron gradualmente, permitiendo asi el
inicio de la actividad de la planta (Merchéan, 2011) y microorganismos mesofilos (25 — 45
°C) (Madigan et al., 2015) y a esto puede deberse el bajo desarrollo de la microbiota

aérea.

Figura 4. Densidad poblacional etapa de lloro 2019
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Nota. Cada letra en cada columna representa la diferencia significativa entre muestras, obtenida de la

prueba Tukey con un intervalo de significancia del 0.05. Elaboracién propia

Tabla 3. Condiciones climéticas etapa de lloro 2019

Medidas Velocidad Radiacién Direccion de
Temperatura Humedad de Precipitaciones vientos (8:00 -
de o . solar )
tendencia (°C) (%) vientos (mm) (W/m?) 11:37)
(km/h) (9:30 - 12:00)
Promedio 15.3+6.7 57.8+21.1 11.1+7.2 NP 469+311 SSW
Maximo 29.8 93.0 32.2 NP 933..0 SwW
Minimo 5.3 17.0 1.6 NP 1 S
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Se presentan promedios con desviacion estandar, dato maximo y minimo, NP= Nula Presencia. Enlo que
se refiere a la direccion de los vientos se anota N=North, S=South, E=East y W=West y las combinaciones
de ellos.

En la etapa de lloro 2020 se realiz6 el muestreo el 7 de febrero, hubo una cuenta promedio
de 350+161 en bacterias y 259+73 UFC/m3 en hongos. No se present6 diferencia
significativa entre los 15 puntos muestrales (Figura 5). Comparando la densidad promedio
2020 con la del 2019, se observé una disminucion de la mitad de dicha densidad al afio
anterior. Esto se puede atribuir a que la temperatura en 2020 tuvo un promedio de
12.4+£4.9 °C, maxima 24.8 °C, minima 1.8 °C (Tabla 4), fue mas baja a diferencia del 2019
gue tuvo un promedio de 15.3+6.7 °C, maxima de 29.8 °C, minima de 5.3 °C) y esta pudo

limitar tanto la actividad de la vid como el desarrollo de ambos microorganismos.

Figura 5. Densidad poblacional etapa de lloro 2020
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Nota. Cada letra en cada columna representa la diferencia significativa entre muestras, obtenida de la
prueba Tukey con un intervalo de significancia del 0.05. Elaboracion propia

Tabla 4 . Condiciones climéticas etapa de lloro 2020

Direccion de

Meggjas Temperatura Humedad c\i/glvoi(éft?ni Precipitaciones Radiacion vientos (9:20 -
. (°C) (%) (mm) solar (W/m?)  11:10) (9:15 -
tendencia (km/h) s
11:15)
Promedio 12.4+4.9 68.0+20.9 15.8+10.8 46+.1 47+31.4 S
Maximo 24.8 87 46.7 3.8 108 SSW
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Minimo 1.8 10 1.6 0.01 0 SW
Se presentan promedios con desviacion estandar, dato maximo y minimo, NP= Nula Presencia. Enlo que
se refiere a la direccion de los vientos se anota N=North, S=South, E=East y W=West y las combinaciones
de ellos.

En la etapa de brotacion 2019 se realiz6 el muestreo el 22 de marzo, se presentd un
promedio de 647+178 y 434+92 UFC/m3® en bacterias y hongos respectivamente.
Aparentemente se ve diferencia en densidad poblacional entre ambos microorganismos,
pero de acuerdo a la agrupacion estadistica, no existe diferencia significativa entre los 15
puntos muestrales a excepcion del punto 2 en bacterias. Todos los 15 puntos muestrales
de esta etapa de brotacién 2019 (Figura 6) presentaron una densidad promedio menor a
la etapa de lloro del mismo afio. Esta actividad se puede atribuir a que las temperaturas
en la etapa de brotacion fueron mas bajas en promedio de 14.2+5.4 °C, maximo de 25.5
°C, y minimo de 5.8 °C como se muestra en la Tabla 5, en relacion a las temperaturas de

la etapa de lloro 2019 (Tabla 3) afectando el desarrollo de ambos microorganismos.

Figura 6. Densidad poblacional etapa de brotacion 2019
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Nota. Cada letra en cada columna representa la diferencia significativa entre muestras, obtenida de la
prueba Tukey con un intervalo de significancia del 0.05. Elaboracién propia

Tabla 5. Condiciones climaticas etapa de brotacién 2019

Megfas Temperatura Humedad X:I\/ﬂgftii Precipitaciones Radiacion  Direccion de
o () 2 . . )
tendencia “C (%) (km/h) (mm) solar (W/m?) vientos (8:33
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10:12) (9:30 -

12:00

Promedio 14.2+5.4 67.6x20.9 14.6+9.7 0.2+0.01 496.+346.8 ENE

Maximo 25.5 91.0 32.2 0.2 1077.0 SSW
Minimo 5.8 20.0 1.6 0.01 1 S

Se presentan promedios con desviacion estandar, dato maximo y minimo. En lo que se refiere a la direccion
de los vientos se anota N=North, S=South, E=East y W=West y las combinaciones de ellos.

En la etapa de brotacion 2020 se realizdé el muestreo el 20 de marzo, se registré un
promedio de 261+119, 1056163 UFC/m?3 para bacterias y hongos respectivamente. La
densidad poblacional de bacterias se ve disminuida a la mitad en comparacién con el
promedio de la misma etapa del afio anterior (647+178 UFC/m?3). Este comportamiento
se puede atribuir a la aplicaciéon de un tratamiento de algas y lombricomposta 19 dias
antes del muestreo, el dia 01/03/2020 (Figura 2), que tiene un contenido de
microorganismos antagonistas como Rhodopseudomonas palustris 2.5E+6, Bacillus
amyloliquefaciens 1.0E+8 y Bacillus subtilis 3.3E+7 UFC/ml al interaccionar con la biota
nativa pudo afectar la captacion de in6culo bacteriano. Caso contrario para los hongos
gue aumentan al doble (Figura 7) respecto a la densidad promedio de la etapa de
brotacion 2019 (434+92 UFC/m®), esto pudo ser causado por el aumento de la
temperatura con un promedio de 18.3+5.7 °C, maximo. 29.3 °C, minimo 8.4 °C siendo un
clima mas calido y a la presencia de precipitaciones 0.5+0.2 mm (Tabla 6), facilitando el

desarrollo de los hongos presentes.
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Figura 7. Densidad poblacional etapa de brotacion 2020
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Nota. Cada letra en cada columna representa la diferencia significativa entre muestras, obtenida de la
prueba Tukey con un intervalo de significancia del 0.05. Elaboracion propia

Tabla 6. Condiciones climaticas etapa de brotacion 2020

Direccion de

Megléjas Temperatura Humedad c\I/eEIVOiZIr?t?)i Precipitaciones Radiacion vientos (8:42 -
. (°C) (%) (mm) solar (W/mz2) 10) (8:45 -
tendencia (km/h) )
10:15)
Promedio 18.315.7 62.5£20.1  16+10.1 0.5+0.2 45.61+27.1 SSE
Maximo 29.3 87 40.2 5 83 S
Minimo 8.4 24 0 0.2 0 SW

Se presentan promedios con desviacion estandar, dato maximo y minimo. En lo que se refiere a la direccion
de los vientos se anota N=North, S=South, E=East y W=West y las combinaciones de ellos.

La diferencia principal entre la brotacion 2019 y 2020 se observa en el comportamiento
de los hongos cuantificados. Debido a que las condiciones se registraron mas cercanas
a las 6ptimas para el desarrollo de estos microorganismos en el 2020. También se puede
observar que el tratamiento a base de algas y lombricomposta aplicado el 01 de marzo
2020 (Figura 2), pudo disminuir la densidad bacteriana porque entre su formulacion
contiene a microorganismos eficaces que se consideran agentes de control biologico por
sus mecanismos de accion como excrecién de antibioticos, toxinas y enzimas liticas,
también el tiempo transcurrido de aplicacién fue el adecuado para generar ese efecto
(Villarreal-Delgado et al., 2018; Cano, 2011).
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En la etapa de floracion 2019 se realiz6 el muestreo el 16 de abril, se presentd un
promedio de 1049+231, 916+164 UFC/m? para bacterias y hongos respectivamente. Se
puede observar un comportamiento similar en promedio de densidad poblacional en los
15 puntos muestrales en ambos microorganismos (Figura 8). En esta etapa las flores
atraen diversos insectos entre ellos polinizadores que por su accion pueden afectar la
captacion de indculo. En lo que se refiere a bacterias, su comportamiento puede atribuirse
a una aplicacion reciente (6 dias antes del muestreo) del tratamiento de algas y
lombricomposta (Figura 2) que contiene en su formulacion una carga bacteriana benéfica
y antagonista importante, también a la temperatura méaxima 30.3°C y la radiacién solar
574.4 W/m2 que tienen una relacion positiva en el desarrollo de bacterias. Este efecto del
tratamiento pudiera verse disminuido por los factores ambientales como humedad
relativa, temperatura, radiacion solar y precipitaciones que pudieran degradar la dosis
aplicada (Fernandez et al., 2015). Por otro lado, los hongos se vieron favorecidos por las
condiciones climaticas que permitieron el desarrollo de éstos, temperatura promedio de
18.5£7 °C, méaximo de 30.3 °C, minimo de 4.9 °C y radiacion solar 574.4+381.2 W/mz2
(Tabla 7).
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Figura 8. Densidad poblacional etapa de floracién 2019
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Nota. Cada letra en cada columna representa la diferencia significativa entre muestras, obtenida de la
prueba Tukey con un intervalo de significancia del 0.05. Elaboracion propia

Tabla 7. Condiciones climaticas etapa de floracién 2019

Direccion de

Megfas Temperatura Humedad c\i/e?lvoiglr?t%i Precipitaciones Radiacion vientos (9:00 -
. (°C) (%) (mm) solar (W/m2)  10:40) (9:45 -
tendencia (km/h) s
10:30)
Promedio 18.5+7 35.1+21 14.619.6 NP 574.4+381.2 SW
Maximo 30.3 88 40.2 NP 1061 SSW
Minimo 4.9 6 1.6 NP 0 S

Se presentan promedios con desviacion estandar, dato maximo y minimo, NP= Nula Presencia. En lo que
se refiere a la direccion de los vientos se anota N=North, S=South, E=East y W=West y las combinaciones
de ellos.

En la etapa de floraciébn 2020 se realizé el muestreo el 28 de abril; se puede ver una
diferencia de menos de la mitad en densidad poblacional respecto a la misma etapa del
afio anterior. Se present6 un promedio de 662+247, 376103 UFC/m? para bacterias y
hongos respectivamente (Figura 9). Como se presenta en la Tabla 8, aunque las
temperaturas son 6ptimas en promedio de 20.3+5.9 °C, maximo 32.1 °C, minimo. 7.1 °C
para el crecimiento microbiano, la diferencia poblacional se puede atribuir a la baja
radiacion solar de 52.5+33.0 W/m?, 10 veces menor que el afio anterior 574.4+381.23.1

W/mz (Tabla 7), esta variable tiene una correlacién positiva respecto a la densidad
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poblacional de bacterias, en cambio la humedad se correlaciona positivamente con el
desarrollo de hongos de acuerdo al indice de correlacion de Pearson obtenido de nuestro
estadistico (Tabla 19 y 20).

Figura 9. Densidad poblacional etapa de floracién 2020
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Nota. Cada letra en cada columna representa la diferencia significativa entre muestras, obtenida de la
prueba Tukey con un intervalo de significancia del 0.05. Elaboracion propia

Tabla 8. Condiciones climéticas etapa de floracion 2020

Direccion de

Megléjas Temperatura Humedad (;/eelvoi((:alr?t%(i Precipitaciones Radiaciéon vientos (9:37 -
. (°C) (%) (mm) solar (W/m?2)  11:40) (9:30 -
tendencia (km/h) :
11:45)
Promedio 20.245.9 53.3+22 16.41+9.4 0.3+0.01 52.5+33 S
Maximo 321 86 67.6 0.4 95 SW
Minimo 7.1 14 0 0.01 0 E

Se presentan promedios con desviacion estandar, dato maximo y minimo, NP= Nula Presencia. En lo que
se refiere a la direccion de los vientos se anota N=North, S=South, E=East y W=West y las combinaciones
de ellos.

En la etapa de cuajado 2019 se realizé un muestreo el 23 de mayo, presenté promedios
de 485+109, 121+47 UFC/m?3 para bacterias y hongos respectivamente. Se observa
claramente una disminucion en la cuenta para ambos tipos de microorganismos y sin

diferencia significativa entre todos los 15 puntos (Figura 10). En bacterias disminuy6é mas
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de la mitad y en hongos 8 veces menos al promedio de la etapa floracion del mismo afo.
Aunque las condiciones como temperatura y radiacion se encontraban optimas
temperatura promedio de 22.2+6.2 °C, maximo 32.3 °C, minimo 11.5 °C y radiacion solar
549+371.5 W/m2 (Tabla 9), para el desarrollo de ambos tipos de microorganismos, se
observa un decremento que se puede atribuir a que en esta etapa las flores cuajadas ya
no tienen tanta presencia de insectos que pudieran aumentar la captaciéon de indculo.
Otro factor pudo ser el tratamiento de alga y lombricomposta, aplicado el dia 01/05/2019

(Figura 2), afectando al desarrollo de los microorganismos

Figura 10. Densidad poblacional etapa de cuajado 2019
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Nota. Cada letra en cada columna representa la diferencia significativa entre muestras, obtenida de la
prueba Tukey con un intervalo de significancia del 0.05. Elaboracion propia

Tabla 9. Condiciones climaticas etapa de cuajado 2019

Direccion de

Meglgjas Temperatura Humedad (\j/eelvoiglr?t?g Precipitaciones Radiacion vientos (9:00 -
. (°C) (%) (mm) solar (W/m2)  10:40) (9:45 -
tendencia (km/h) s
10:30)
Promedio 22.246.2 42.2+24 10.5+7.2 0.8+0.09 549+371.5 NNE
Maximo 32.3 91 29.0 2.0 1103 N
Minimo 11.5 9 1.6 0.01 0 E

Se presentan promedios con desviacion estandar, dato maximo y minimo. En lo que se refiere a la direccion
de los vientos se anota N=North, S=South, E=East y W=West y las combinaciones de ellos.
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En la etapa de cuajado 2020 se realiz6 muestreo el 6 de junio, se presenté un promedio
de 408+222, 123+39 UFC/m® en bacterias y hongos respectivamente. Esta etapa
presentd un promedio de densidad poblacional similar al de la misma etapa en 2019
(4851109, 121+47 UFC/m?3) para ambos tipos de microorganismos (Figura 11). En
bacterias disminuyé menos de la mitad y en hongos 3 veces menos al promedio de la
etapa de floracion 2020. En relacion a los datos climatol6gicos mostrados en la Tabla 10,
aungue la temperatura se encontraba éptima para el crecimiento microbiano, temperatura
promedio de 20.5+5.3 °C, maximo 32.2 °C, minimo 10.7 °C, no fue asi con la radiacion
solar 47.6+28.9 W/m?, a la cual se puede atribuir la baja actividad de ambos tipos de
microorganismos. También esa disminucidn se puede atribuir al cuajado de las flores en
esta etapa y por ende la poca presencia de insectos que aumentaran la densidad de
microorganismos. Cabe mencionar que el 01 de mayo del 2020 se aplicd un tratamiento
de alga y lombricomposta (Figura 2), pero en este caso no se puede atribuir directamente
a esa disminucion, por los dias transcurridos después de la aplicacion del tratamiento de
hasta 5 semanas antes del muestreo y a que las condiciones climaticas como humedad,
temperatura y la presencia de precipitaciones pudieran afectar de manera negativa el

tratamiento aplicado (Fernandez et al., 2015)
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Figura 11. Densidad poblacional etapa de cuajado 2020
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Nota. Cada letra en cada columna representa la diferencia significativa entre muestras, obtenida de la
prueba Tukey con un intervalo de significancia del 0.05. Elaboracion propia

Tabla 10. Condiciones climéticas etapa de cuajado 2020

Direccion de

Meggjas Temperatura Humedad (;/eelvoi((:alr?t?)i Precipitaciones Radiacién vientos (8:50 -
. (°C) (%) (mm) solar (W/m?2)  10:50) (8:45 -
tendencia (km/h) :
11:00)
Promedio 22.545.3 60.4+5.2 19.1+11.0 0.6+0.05 47.6+28.9 N
Maximo 32.2 87 38.6 14 88 NNW
Minimo 10.7 20 0 0.2 1 *

Se presentan promedios con desviacidn estandar, dato maximoy minimo. En lo que se refiere a la direccién
de los vientos se anota N=North, S=South, E=East y W=West y las combinaciones de ellos.

En la etapa de envero 2019 se realizé un muestreo el 4 de julio, se registré un promedio
de 116+41, 23+18 UFC/m? para bacterias y hongos respectivamente. Particularmente se
puede mencionar que es una de las etapas con baja densidad poblacional para ambos
tipos de microorganismos (Figura 12). Aunque las condiciones climéticas que podemos
ver en la Tabla 11 como temperatura promedio de 17.5+4.2°C, maximo 25.3 °C, minimo
9.8 °C y radiacion solar de 462+339.8 W/m2 fueron adecuadas para el desarrollo de

ambos tipos de microorganismos. El efecto principal que se atribuye a este
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comportamiento, es la aplicacion previa de 2 tratamientos de alga y lombricomposta el
1/06/19 y 10/06/19 y 1 tratamiento de cumulos de azufre y cobre el 30/06/19 (Figura 2),
con el objetivo de controlar el desarrollo de ambos microorganismos (Oyuela Aguila et
al., 2019).

Figura 12. Densidad poblacional etapa de envero 2019

Envero _
m Bacterias ®Hongos
6000

5000
4000

3000

UFC/m3

2000

1000 A A A A A A A A
BA AA éA BA BA Aa AA BA BA BA ﬁA Ba AA BA Ba
- [ -

0 - e N = - — - - .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Puntos muestrales
Nota. Cada letra en cada columna representa la diferencia significativa entre muestras, obtenida de la

prueba Tukey con un intervalo de significancia del 0.05. Elaboracion propia

Tabla 11. Condiciones climéticas etapa de envero 2019

Direccion de

Megfas Temperatura Humedad X:I\/Oizlr?t%i Precipitaciones Radiacién vientos (9:20 -
. (°C) (%) (mm) solar (W/m2) 11:00) (8:00 -
tendencia (km/h) :
11:00)
Promedio 17.5%4.2 71+16.3 12.848.2 0.2+0.01 462+339.8 E
Maximo 25.3 92 33.8 0.2 1217 SSE
Minimo 9.8 37 1.6 0.01 0 SE

Se presentan promedios con desviacidn estandar, dato maximoy minimo. En lo que se refiere a la direccién
de los vientos se anota N=North, S=South, E=East y W=West y las combinaciones de ellos.

En la etapa de envero 2020 se realizo muestreo el 30 de junio, los datos muestran valores
promedio de 5804210, 648+133 UFC/m?3 para bacterias y hongos respectivamente. Los
15 puntos muestrales presentan una actividad de densidad poblacional muy homogénea

en ambos microorganismos de interés y no existe diferencia significativa entre los grupos
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de datos (Figura 13). Hubo aplicacion de tratamientos de control de alga y
lombricomposta el 01/06/2020 y cimulos de azufre y cobre el 20/06/2020 (Figura 2), que
pudieron disminuir la densidad poblacional, pero no se observdé muy marcado el efecto
como en la etapa de envero 2019. Este comportamiento en la densidad poblacional de
ambos tipos de microorganismos aun con la aplicacion de ambos tratamientos, se puede
atribuir mayoritariamente a la variable de temperatura con un promedio de 19.7+4.4°C,
maximo 29.1 °C, minimo 10.1 °C, radiacion solar 448+338.3 W/m2 y mayor precipitacion
con 1.13+.3mm. Cabe mencionar que el aumento de estas variables puede afectar
negativamente la eficiencia y prolongaciéon del efecto de los tratamientos foliares
(Fernandez et al., 2015) (Tabla 12).

Figura 13. Densidad poblacional etapa de envero 2020
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Nota. Cada letra en cada columna representa la diferencia significativa entre muestras, obtenida de la
prueba Tukey con un intervalo de significancia del 0.05. Elaboracion propia

Tabla 12. Condiciones climaticas etapa de envero 2020

Direccion de

Megléjas Temperatura Humedad c\i/e?lvoiglr?tzi Precipitaciones Radiacion vientos (10:00
. (°C) (%) (mm) solar (W/m2) -12:00) (10:00
tendencia (km/h) g
-12:00)
Promedio 19.7+4.4 67.6+18 13.848.3 1.13+.3 448+338.3 NNW
Maximo 29.1 87 43.5 5.8 1142 N
Minimo 10.1 27 1.6 0.01 1 *
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Se presentan promedios con desviacién estandar, dato maximoy minimo. En lo que se refiere a la direccién
de los vientos se anota N=North, S=South, E=East y W=West y las combinaciones de ellos.

En la etapa de vendimia 2019 se realizé un muestreo el 20 de agosto, se presento un
promedio de 234+351, 691+133 UFC/m?3 para bacterias y hongos respectivamente. En
los 15 puntos muestrales, se observa en bacterias una densidad relativamente baja
(Figura 14), pero esta supera al doble la densidad poblacional de la etapa anterior de
envero del mismo afio. Cabe mencionar que en el punto 8 se observa una variabilidad
amplia respecto a los demas puntos, pero esto se atribuye a la presencia de insectos
encontrados dentro de las placas Petri colocadas en ese punto a la hora del muestreo
afectando asi la cuenta viable. Referente a la densidad poblacional de hongos en esta
etapa, se ve aumentada en promedio 30 veces mas que el promedio de la etapa anterior
de envero, se atribuye a la temperatura promedio de 19.445.7°C y la temperatura maxima
de 28.2 presentes en ese periodo (Tabla 13). El punto 1 sobresalié de todos los demas y
se puede atribuir a la presencia del género Alternaria (H12) que pudo presentar menor
afectacion por el tratamiento fungicida aplicado un mes antes. Debido a que los frutos ya
listos para cosechar son muy sensibles a los ataques de hongos, esto podria ser factor
de repunte en la presencia fungica, sumado a la humedad retenida a causa de las lluvias
que favorecerian el desarrollo de estos hongos. La aplicacion del tratamiento fungicida el
dia 17/07/2019 (Figura 2) debido a su efecto, pudo limitar un desarrollo fungico mayor

que pudiera comprometer la cosecha.
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Figura 14. Densidad poblacional etapa de vendimia 2019
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Nota. Cada letra en cada columna representa la diferencia significativa entre muestras, obtenida de la
prueba Tukey con un intervalo de significancia del 0.05. Elaboracién propia

Tabla 13. Condiciones climéticas etapa de vendimia 2019

Direccion de

Megledas Temperatura Humedad (;/glvoiglr?t%i Precipitaciones Radiaciéon vientos (12:33
. (°C) (%) (mm) solar (W/m?) -13:20) (10:00
tendencia (km/h) .
- 14:00)
Promedio 19.445.7 63.9+20.5 13.9+.8.6 0.2+0.01 95+57.6 N
Maximo 28.2 90 30.6 6.4 188.0 NNW
Minimo 11.2 35 1.6 0.01 0.0 *

Se presentan promedios con desviacion estandar, dato maximoy minimo. En lo que se refiere a la direccion
de los vientos se anota N=North, S=South, E=East y W=West y las combinaciones de ellos.

En la etapa de vendimia 2020 se realiz6 el muestreo el 21 de julio, presentd una cuenta
promedio de 247+102, 621+128 UFC/m® para bacterias y hongos respectivamente
(Figura 15). En los 15 puntos muestrales se observd un promedio similar a la etapa de
vendimia 2019 para ambos tipos de organismos, aunque existié una diferencia de 1 mes
entre ambas fechas de muestreo. Los puntos 14 y 13 presentaron diferencias
significativas y esto se puede atribuir a una mayor presencia del género Aspergillus clave

H6 en esos puntos. Las condiciones climaticas registradas en la Tabla 14, como
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temperatura promedio 19.2+4.5 °C, maximo 28.4, minimo 10.3°C, radiacion solar
474.2+348 W/m?2 y precipitaciones 0.5+0.1 mm, fueron favorables para el desarrollo de
hongos. En la Figura 2 se reportan aplicaciones de tratamientos fungicidas el 10/07/2020
y el 22/07/2020 para controlar el incremento de estos y afectar los racimos destinados a

vinificar.
Figura 15. Densidad poblacional etapa de vendimia 2020
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Nota. Cada letra en cada columna representa la diferencia significativa entre muestras, obtenida de la
prueba Tukey con un intervalo de significancia del 0.05. Elaboracion propia

Tabla 14 . Condiciones climaticas etapa de vendimia 2020

Direccion de

Megléjas Temperatura Humedad c\i/e?lvoiglr?tzi Precipitaciones Radiacién vientos (8:50 -
. (°C) (%) (mm) solar (W/m2)  10:50) (8:45 -
tendencia (km/h) s
11:00)
Promedio 19.2+4.5 68.7£17.7 13.3+8.5 0.5+0.15 474+347.6 SSE
Maximo 28.4 87 32.2 3.2 1077 SSW
Minimo 10.3 28 1.6 0.2 1 ESE

Se presentan promedios con desviacion estandar, dato maximo y minimo. En lo que se refiere a la direccion
de los vientos se anota N=North, S=South, E=East y W=West y las combinaciones de ellos.

En la etapa de caida de la hoja 2019, se realizé un muestreo el 8 de octubre, presenté
una cuenta promedio de 149+83, 1580+362 UFC/m® para bacterias y hongos

respectivamente (Figura 16). En el grupo de bacterias se observo una disminucion
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aproximadamente del 50% al promedio de la etapa anterior (vendimia 247+102 UFC/m3).
Por otra parte, en hongos el promedio de la densidad poblacional aumenté hasta un 100%
que la etapa anterior (vendimia 621+128 UFC/m?3), se puede observar en esta etapa que
los hongos superan en densidad promedio 10 veces al promedio de bacterias. La baja
densidad de bacterias en esta etapa se puede atribuir a la competencia por espacio y
nutrientes con los hongos que se encuentran en mayor desarrollo debido a la presencia
de materia organica como hojas y tallos desprendidos de la planta, depositados en el
suelo, estas partes de la planta son removidas por el aire, resuspendiendo particulas
fungicas nuevamente. También, es importante mencionar que en esta etapa ya no hubo
aplicacion de tratamiento antifingico y a esta accion se le puede atribuir el incremento de
la densidad de hongos, desarrollandose libremente sin un método de control. En cambio,
si hubo una aplicacién de tratamiento de algas y lombricomposta el dia 10/10/2019
(Figura 2), pero no se pudo observar un efecto en el aumento en densidad bacteriana
como en etapas anteriores cuando la aplicacion era a pocos dias antes del muestreo,
esto relacionado a la presencia de precipitaciones que pudo limitar el efecto de este
tratamiento. Como se registra en la Tabla 15, la variable de temperatura presenté un
promedio 17.7+5.3°C, maximo 27.8, minimo 7.6°C mostrd poca disminucién respecto a
la etapa anterior, es por ello que no se relacion6 la densidad de ambos tipos de
microorganismos con esta variable. Es importante mencionar que la velocidad de los
vientos en esta etapa se presentd con valores de 16.2+9.7 km/h y debido a que en el aire
se encuentran dispersos microorganismos y particulas, puede relacionarse con mayor

transporte de material fungico.
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Figura 16. Densidad poblacional etapa de caida de la hoja 2019
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Nota. Cada letra en cada columna representa la diferencia significativa entre muestras, obtenida de la
prueba Tukey con un intervalo de significancia del 0.05. Elaboracion propia

Tabla 15. Condiciones climéticas etapa de caida de la hoja 2019

Direccion de

Meggjas Temperatura Humedad (;/eelvoizlr?tzi Precipitaciones Radiacién vientos (9:52 -
. (°C) (%) (mm) solar (W/m2) 10:38) (10:00 -
tendencia (km/h) .
12:00)
Promedio 17.745.3 67.5£20 16.2+9.7 0.2+0.01 94.3+55.8 NNE
Maximo 27.8 88.0 37 0.2 155.0 ENE
Minimo 7.6 15.0 1.6 0.2 0.0 N

Se presentan promedios con desviacidn estandar, dato maximoy minimo. En lo que se refiere a la direccién
de los vientos se anota N=North, S=South, E=East y W=West y las combinaciones de ellos.

En la etapa de caida de la hoja, el muestreo se realizé el 10 de septiembre del 2020, se
present6 en promedio una cuenta de 156+77, 1513+539 UFC/m? para bacterias y hongos
respectivamente (Figura 17). En los 15 puntos muestrales se puede observar una
similitud al comportamiento en densidad poblacional baja en bacterias y alta de hongos
que en la misma etapa en 2019. Aunque hubo la aplicacion de 1 tratamiento de algas y
lombricomposta, el dia 10/08/2020 (Figura 2), no se puede observar un efecto en la

densidad bacteriana, primeramente, debido al tiempo transcurrido de la aplicacion un mes
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antes del muestreo y segundo la presencia de lluvias en esta etapa. En lo que se refiere
a los hongos, se observo un incremento en densidad poblacional promedio de 10 veces
mayor que al promedio de bacterias. Este comportamiento se puede atribuir
particularmente a la radiacién solar (413+308 W/m2) que present6 un incremento a partir
de la etapa de envero (448+338.3 W/m2) y aunque la temperatura promedio comienza a
disminuir (17.24£3.1 °C), esta radiacion alta compensaria esa disminucion de temperatura
(Torrez, 2008) (Tabla 16), y ese efecto permite el desarrollo de hongos filamentosos.
Cabe mencionar que el muestreo en la etapa de caida de hoja 2020, se realiz6 un mes
antes comparado con el muestreo de la etapa caida de hoja en 2019, aun asi, se observo
una densidad promedio de hongos respecto al promedio de bacterias en ambas etapas
de caida de la hoja. Tampoco se aplicé un tratamiento fungicida en el periodo que
comprende esta etapa y esto también pudo afectar la mayor presencia de hongos en el

vifiedo.
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Figura 17. Densidad poblacional etapa de caida de la hoja 2020
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Nota. Cada letra en cada columna representa la diferencia significativa entre muestras, obtenida de la
prueba Tukey con un intervalo de significancia del 0.05. Elaboracién propia

Tabla 16. Condiciones climéticas etapa de caida de la hoja 2020

Direccion de

Megledas Temperatura Humedad X:I\/Oiglr?t?)i Precipitaciones Radiaciéon vientos (9:20 -
. (°C) (%) (mm) solar (W/m2) 11:20) (9:15 -
tendencia (km/h) s
11:30)
Promedio 17.243.2 79.1+10.3 14.5+8.2 1+0.42 412.8+307.7 N
Maximo 23.8 88 32.2 0.8 1197 NNE
Minimo 11.7 47 1.6 0.2 1 *

Se presentan promedios con desviacion estandar, dato maximoy minimo. En lo que se refiere a la direccion
de los vientos se anota N=North, S=South, E=East y W=West y las combinaciones de ellos.

En la etapa de letargo 2019 se realizé un muestreo el 14 de noviembre, como se muestra
en la Figura 18, el conteo para bacterias y hongos corresponde a 96+53, 710+107
UFC/m? respectivamente. En los 15 puntos muestrales se observé un decremento en el
promedio, aproximadamente de un 50% comparado a la etapa anterior de caida de la
hoja 2019. Lo anterior se puede atribuir a que las condiciones de temperatura promedio
15.2+4.6 °C, maximo 25.5 °C, minimo 7.3 °C y radiaciébn solar 68.4+42.8 W/m?

disminuyen durante este periodo (Tabla 17). Siendo el rango de 7 — 10 °C en el que inicia
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el letargo con una duracion aproximada de 4 meses (Fernandez Gonzéalez, 2011) y por
lo tanto ambos tipos de microorganismos también seguirdn ese comportamiento,
disminuyendo asi la densidad poblacional para ambos. Cabe mencionar que en esta
etapa ya no se aplicé ninguno de los 2 tratamientos.

Figura 18. Densidad poblacional etapa de letargo 2019
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Nota. Cada letra en cada columna representa la diferencia significativa entre muestras, obtenida de la
prueba Tukey con un intervalo de significancia del 0.05. Elaboracién propia

Tabla 17. Condiciones climaticas etapa de letargo 2019

Direccion de

Meggjas Temperatura Humedad c\i/slvoi(éft?ni Precipitaciones Radiacion vientos (9:20 -
. (°C) (%) (mm) solar (W/m?)  10:21) (9:45 -
tendencia (km/h) :
12:00)
Promedio 15.2+4.6 73.8t14.4  16.4+9.9 0.3+£0.05 68.4+42.8 SSE
Méximo 255 87 33.8 0.8 147 NNW
Minimo 7.3 36 1.6 0.2 1 SE

Se presentan promedios con desviacién estandar, dato maximoy minimo. En lo que se refiere a la direccién
de los vientos se anota N=North, S=South, E=East y W=West y las combinaciones de ellos.

En la etapa de letargo, 2020, se realiz6 un muestreo el 14 de octubre, se presentd un
promedio de 708+195, 1197+492 UFC/m? en bacterias y hongos respectivamente (Figura
19). En primera instancia se puede observar una recuperacion en la densidad de
bacterias, ya que en las etapas anteriores del mismo afio se habia observado un niumero

relativamente bajo. En hongos se observé un comportamiento similar a la etapa anterior
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de caida de la hoja del mismo afio. Es importante mencionar que el punto 11, los hongos
vuelven a presentar una mayor variabilidad respecto a los demas puntos muestrales, y
con este dato se pudo atribuir que como en la etapa de lloro 2019 una alteracién del
sistema de riego por goteo automatizado permite que se repita este patron de
comportamiento Comparando de esta etapa de letargo con la misma etapa del afio
anterior, se logré observar una variacion en las densidades poblacionales para ambos
tipos de microorganismos, misma que se puede atribuir a la diferencia de 1 mes en las
fechas del muestreo; asi, aunque la temperatura muestra una disminucion gradual de
16.2+5.3 °C aldn no alcanza las temperaturas caracteristicas de la etapa de letargo
(Fernandez Gonzalez, 2011), la radiacion registré6 un aumento importante de 491+331.6
W/mz2, dicho aumento favorecid6 que la temperatura se mantenga en esos grados,
pudiendo reflejarse en la densidad de ambos tipos de microorganismos, afiadiendo
también que ya no se aplicaron tratamientos de control y esto implica que pueden

desarrollarse ambos tipos de microorganismos sin problema alguno (Tabla 18).

Figura 19. Densidad poblacional etapa de letargo 2020
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Nota. Cada letra en cada columna representa la diferencia significativa entre muestras, obtenida de la
prueba Tukey con un intervalo de significancia del 0.05. Elaboracion propia

Tabla 18. Condiciones climaticas etapa de letargo 2020

Meglgjas Temperatura Humedad (;/eelvoizlr?tii Precipitaciones Radiacion Direccién de
° 0, 2 . i i}
tendencia (°C) (%) (km/h) (mm) solar (W/m?) vientos (9:15
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11:15) (9:15 -

11:15)
Promedio  16.2+5.3 69.4+17 15+9.8 0.2+0.01 491+331.6 NNE
Maximo 25.8 88 435 0.2 987 N
Minimo 4.7 17 1.6 0.01 1 *

Se presentan promedios con desviacién estandar, dato maximoy minimo. En lo que se refiere a la direccién
de los vientos se anota N=North, S=South, E=East y W=West y las combinaciones de ellos.

Para poder observar el comportamiento de las etapas durante el periodo 2019-2020, se
presentd de manera conjunta la tendencia de estas etapas para cada afio muestreado,
utilizando los promedios de bacterias y hongos con sus respectivas desviaciones

estandar.

En la figura 20 de tendencia poblacional 2019, se observa el comportamiento de bacterias
y hongos, el cual es muy similar en las 5 primeras etapas (lloro (957+628, 759+185
UFC/m3), brotacion (647+178, 434492 UFC/m?3), floracion (1049+231, 916164 UFC/m?3),
cuajado (485+109, 121+47 UFC/m3), y envero (116+41, 23+18 UFC/m3). A partir de la
floracién hubo un decremento poblacional, llegando a una densidad minima en envero.
Posterior a la etapa de envero, se puede observar un comportamiento distinto entre
ambos tipos de microorganismos, en el cual las bacterias se mantienen por debajo de las
250 UFC/m3 en las 3 etapas restantes del ciclo (vendimia (234+351 UFC/m?), caida de
la hoja (149+83 UFC/m? y letargo (96+53 UFC/m3), esto atribuido a los tratamientos de
control. En cambio, los hongos aumentan de un promedio de 23+18 UFC/m? en envero,
691+133 UFC/m3® en vendimia (aun con la aplicacién de tratamiento fungicida el
17/07/2019; hasta 1580+362 UFC/m? en la etapa caida de la hoja, esto se atribuye a la
ausencia de aplicacion de tratamientos de control fuangico en ese periodo (Figura 2).
Finalmente, en la etapa de letargo se observa una disminucion de promedio a la mitad
(710+£107 UFC/m?3) al de la etapa de caida de la hoja, este cambio se atribuy6 a que la
temperatura comienza a disminuir, sin llegar a las condiciones registradas para la etapa
de dormancia (Fernandez Gonzalez, 2011), esta disminucion de temperatura también
puede limitar el desarrollo de hongos. Esta conducta en la tendencia 2019 se puede
atribuir de cierta manera a las condiciones climéticas de ese afio, promedios temperatura
(17.5 °C), humedad relativa (59.9 %), velocidad del viento (13.8 km/h), radiacion solar

(350.9 W/m?) y precipitaciones (0.2 mm) que son las que marcan el desarrollo de las
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etapas fenologicas de la vid y la actividad poblacional de bacterias y hongos. También,
la aplicacion de tratamientos de control tuvo interaccién con la densidad poblacional tanto
de bacterias y hongos. El desarrollo de las etapas de ciclo de la vid mostré6 un
comportamiento caracteristico del ciclo de la vid.

Figura 20. Tendencia global de etapas 2019
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Etapas del ciclo de la vid

Nota. Cada uno de los puntos en el gréfico representa los promedios totales de los triplicados de los 15
puntos muestrales en las etapas con su respectiva desviacién estandar. Elaboracion propia

En lafigura 21 se observa la tendencia poblacional, durante la etapa de lloro (2020), como
se puede observar la cantidad de bacterias y hongos (350+161, 259+73 UFC/m?3) fue 3
veces menor a la observada en la misma etapa en 2019. Después, en la etapa de
brotacion, se ve una diferencia significativa entre el conteo de bacterias y hongos. Este
cambio se atribuye a la aplicacion del tratamiento de alga y lombricomposta que en su
formulacién contiene microorganismos eficaces para control biologico, el dia 01/03/2020
(Figura 2) afectando principalmente el desarrollo de bacterias (Villarreal-Delgado et al.,
2018). Por otra parte, los hongos aumentaron por efecto de la temperatura promedio de
18.3 °C, maximo 29.3 °C, minimo 8.4 °C y presencia de precipitaciones 0.6 mm (Figura
2), dichas condiciones favorecieron el desarrollo de hongos. En las etapas siguientes de
floracion (662+247, 376+103 UFC/m?3), cuajado (408+222, 123+39 UFC/m?) y envero

(580+210, 648+133 UFC/m3) no se presentd una diferencia significativa entre ellas,
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tomando en consideracion que se ajustan sus desviaciones estandar, pero es importante
mencionar que desde la etapa de cuajado comienzan a aplicarse tratamientos de control
(1 de alga y lombricomposta); en la etapa de envero se realizan 2 aplicaciones mas (1 de
algay lombricompostay 1 de cimulos de azufre y cobre). Después de envero, se observa
un comportamiento diferente en las densidades tanto para bacterias y hongos. En las
bacterias se presenta un promedio no mayor a 250 UFC/m? en vendimia y caida de la
hoja, pero repunta a un promedio de 708 UFC/m? en la etapa de letargo. Por otro lado,
los hongos en vendimia (621+128 UFC/m3) se mantuvieron en un promedio similar al
envero (648+133 UFC/m?3), para luego aumentar su promedio hasta 1580+539 UFC/m?
en la etapa de caida de la hoja, siendo este el punto mas alto de todas las etapas de este
ciclo y finalmente disminuyé a 1197+492 UFC/m?3 en la etapa de letargo atribuido a que
las temperaturas comienzan a descender gradualmente hasta llegar a las condiciones
invernales en las que la planta duerme. La conducta que mostro esta grafica de tendencia
se atribuye principalmente a las condiciones climaticas de este ultimo afio de muestreo
(promedios de temperatura 18 °C), humedad relativa (66.1 %), velocidad del viento (15.5
km/h), radiacién solar (252.3 W/m?2) y precipitaciones (0.6 mm) que marcaron mas la
relacion de densidad poblacional de hongos vs temperatura principalmente en la etapa
de brotacion y caida de la hoja. También se observo el efecto de la aplicacién de los
tratamientos de control biolégico que influyeron en el desarrollo de ambos tipos de
microorganismos. De acuerdo a las fechas de muestreo, el ciclo de la vid para este afio
2020 mostré un corrimiento de un mes en sus etapas a partir de la vendimia,

aparentemente presentandose mas corto en comparacion con el ciclo 2019.
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Figura 21. Tendencia global de etapas 2020
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Nota. Cada uno de los puntos en el grafico representa los promedios totales de los triplicados de los 15
puntos muestrales en las etapas con su respectiva desviacion estandar. Elaboracién propia

Los datos obtenidos de las densidades poblacionales se correlacionaron con las
condiciones climatoldgicas presentes durante el periodo total de muestreo. Con la
finalidad de conocer los indices mas relevantes que influyen en la variabilidad de los
resultados en la densidad poblacional de cada una de las etapas muestreadas se realizo
un analisis mediante la correlacion de Pearson; la variable dependiente definida como la
densidad poblacional y como variables independientes se tomaron, etapa del ciclo de la
vid, temperatura media, minima y maxima, humedad relativa, velocidad de vientos,
precipitaciones y radiacion solar, estos datos se presentan en la Tabla 19 para el afio
2019 y en la Tabla 20 para el afio 2020.

Las correlaciones entre la densidad poblacional de bacterias y hongos, con las variables
climatologicas mostraron diferencias interanuales. Las variables climaticas como el
promedio de radiacion solar en 2019 de 350.9 W/m?2 registrd una disminucion del 30% en
el promedio 2020 (252.3.175 W/m?), pero las demas variables como temperatura
promedio, temperatura minima, temperatura maxima, humedad, precipitaciones y

velocidad de los vientos fueron ligeramente mayores en 2020. El conteo de bacterias tuvo
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una correlacion fuerte positiva con la radiacion solar (0.78) y fuerte negativa con la
humedad (-0.74) en 2019, para el 2020 se observé una correlacion positiva moderada
con la temperatura maxima (0.38) y fuerte negativa con la humedad (-0.65). En cambio,
esta correlaciéon con la densidad de hongos, presenté una correlacién moderada positiva
con la velocidad de los vientos (0.46) y una correlacion moderada negativa con la
temperatura minima (-0.44) en 2019, para el 2020 se observé una correlacion positiva
fuerte con la humedad (0.62) y fuerte negativa con la temperatura maxima (-0.60). Es
relevante comentar que cuando dos variables interactian en la misma direccion, el
coeficiente es positivo. Inversamente, cuando dos variables interactian en direcciones

opuestas, el coeficiente de correlacion es negativo.

Tabla 19. Correlacion de Pearson para los factores climaticos contra densidad poblacional 2019 de hongos

y bacterias
Variables ICP Bacterias 2019 ICP Hongos 2019
Temperatura promedio (°C) -0.01 -0.16
Temperatura maxima (°C) 0.50 0.04
Temperatura minima (°C) -0.62 -0.44
Humedad (%) -0.74 0.02
Velocidad de vientos (km/h) -0.29 0.46
Precipitaciones (mm) -0.39 -0.31
Radiacion Solar (W/m?) 0.78 -0.38
Puntos muestrales 0.00 0.00
Etapas -0.86 0.28

La gama de colores en la tabla se refiere a la correlacion directa/ verde e indirecta/ salmén. Respecto a la
fuerza de correlacion representada por la intensidad del color (intenso/ fuerte — difuso/ débil). ICP= indice
de Correlacién de Pearson.

Tabla 20. Correlacion de Pearson para los factores climaticos contra densidad poblacional 2020 de hongos

y bacterias
Variables ICP Bacterias 2020 ICP Hongos 2020
Temperatura promedio (°C) 0.12 -0.17
Temperatura maxima (°C) 0.38 -0.60
Temperatura minima (°C) -0.37 0.23
Humedad (%) -0.65 0.62
Velocidad de vientos (km/h) 0.31 -0.38
Precipitaciones (mm) 0.11 -0.27
Radiacion Solar (W/mg?) 0.04 0.51
Puntos muestrales 0.00 0.00
Etapas 0.08 0.60
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La gama de colores en la tabla se refiere a la correlacion directa/ verde e indirecta/ salmén. Respecto a la
fuerza de correlacion representada por la intensidad del color (intenso/ fuerte — difuso/ débil). ICP= indice
de Correlacién de Pearson.

De manera general se puede mencionar que las variables climatolégicas como radiacion
solar, afect6 de manera positiva el desarrollo de bacterias en el afio 2019, ya que se
puede observar que esta variable inicid en un promedio de 468.9 W/mz2 disminuyendo en
el transcurso del afio hasta finalizar en 68.4 W/m2, la humedad (61 %) también tom6 una
correlacion negativa importante y esto afectd de igual manera el promedio en densidad
de bacterias (3734 UFC/m?3) comparado con la densidad del bacterias en 2020 (3371
UFC/m?3), donde se presentaron condiciones diferentes como una radiacion solar que
inicié en un promedio de 46.61 W/m2 aumentando en el transcurso del afio para finalizar

en un valor promedio de 491 W/m?, y un 66 % de humedad promedio para ese afo.

En lo que respecta a los hongos, en el afio 2019, hubo un promedio de 5233 UFC/m3y
en 2020 de 5793 UFC/m3y tomando en cuenta la correlacion de Pearson con los factores
climaticos; velocidad de los vientos tuvo una correlacion moderada positiva; la
temperatura minima, radiacién solar y precipitaciones con correlacion moderada negativa
para el 2019. Para el 2020 presentaron una correlacion fuerte el porcentaje de humedad,
las etapas fenoldgicas y la radiacién solar, de manera negativa fuerte la temperatura

maxima y moderada negativa la velocidad de los vientos.

Primeramente se observa que las etapas tienen una correlacion negativa con las
bacterias, (-0.86), esta variable junto con otros factores de manera conjunta afectan la
poblacién de hongos, por ejemplo el ciclo de la vid, donde en cada una de estas fases,
existe un cambio fisiolégico de la planta, desde el inicio de su actividad vegetal,
surgimiento de los primeros brotes, la floracién en la cual también existe interaccion de
diversos insectos, el cuajado y maduracion de los frutos son susceptibles a ataques
fungicos y finalmente el periodo de letargo en el cual entra en su periodo de dormancia
debido a las condiciones invernales. En todos estos cambios existe una constante
interaccion de esporas fangicas, dispersas en el ambiente, aunado a esto, la humedad,
gue se presentd de 61% en 2019y 66% en 2020, es una de las variables mas importantes

para que exista una actividad adecuada de hongos, por ello se marca una correlacién
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positiva fuerte (0.66) en 2020. En lo que se refiere a la temperatura maxima y
precipitaciones, éstas son variables que marcaron una relacién negativa, de esto se
puede mencionar que, si la temperatura maxima llega a disminuir, puede afectar el
desarrollo fungico, en ambos afios se presentd, en promedio una temperatura maxima
de 28.2 °C gque se puede considerar como adecuada para dicho desarrollo y esto se
puede ver claramente en la densidad fungica que superé a la de bacterias en el periodo
de estudio. Las precipitaciones al presentarse bajas o nulas en algunas etapas, afectan
la humedad en el ambiente y por lo tanto también el desarrollo de hongos como efecto

secundario.

5.2 Identificacion de los géneros flungicos.

Durante el periodo de estudio, comprendido por las 8 etapas del ciclo de la vid en 2019 -
2020, se identificaron morfologicamente 30 hongos filamentosos colectados en la
atmosfera del vifiedo, de los cuales 13 se seleccionaron para estudiarlos y presentar
informacion relevante de su interaccidn con el agrosistema. Estos hongos se presentaron
con mayor abundancia durante todo el periodo de muestreo de estudio. Las
caracteristicas morfolégicas y microscopicas que presentaron se describen en la tabla
21. De los hongos seleccionados se identificaron los géneros Aspergillus, Alternaria,
Scedosporium, Aureobasidium, Rhyzopus y Cladosporium. Estos géneros han sido
reportados frecuentemente en vid (Wijekoon & Quill, 2021; Moubasher et al., 2016;
Schmid et al.,, 2011; Latorre et al.,, 2002). Aspergillus, Alternaria, Cladosporium,
Scedosporium, y Rhizopus no se consideran patdégenos, pero como hongos oportunistas
pueden presentarse en diferentes cultivos (Wijekoon & Quill, 2021; Oliveira et al., 2018;
Garcia-Cela et al., 2015), en vid pueden ocasionar podredumbres, presentando sintomas
en frutos después del envero, tornandose mas fuerte en la etapa de vendimia, pero esta
afectacion depende del fruto y las condiciones climaticas; también pueden proporcionar

la entrada a enfermedades fungicas potenciales (Pinto et al., 2014).

El género mas abundante de hongos filamentosos fue Aspergillus en las diferentes
etapas del ciclo de la vid en ambos afios con un total de 3452 UFC/m?3. Ha sido reportado
como un hongo oportunista, que puede ocasionar pudricion negra, y también por la
produccion de Ocratoxina A (Garcia-Cela et al., 2015). Por otro lado, estos hongos
presentan beneficios como influir en las fuentes de C, N y P; asi como en la produccion
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de acidos organicos (Francisco et al., 2020). El género Alternaria como hongo endofito

se caracteriza por producir metabolitos secundarios en uvas (Huang et al., 2018) asi

como influir en la composicion quimica de su planta hospedera (Wijekoon & Quill, 2020).

El género Aureobasidium, actla como potente antagonista de diversos patégenos

fungicos, compitiendo por nutrientes, espacio y produccién de enzimas degradadoras de

pared celular (Kernaghan et al., 2017). También se le atribuyen componentes tipicos del

sabor del vino y se considera como género caracteristico en vifiedos con manejo organico

por su capacidad de adaptarse al azufre y cobre (Schmid et al., 2011). Finalmente, los

géneros Scedosporium, Rhizopus y Cladosporium son catalogados como hongos

filamentosos que pueden generar afectaciones en vid y otros frutos (Ristiati et al., 2019;
Bricefio & Latorre, 2008; Latorre et al., 2002).

Tabla 21. Morfologias coloniales y microscépicas de hongos filamentosos mas frecuentes.

Clave

Morfologia macroscépica

Morfologia
colonial

Morfologia microscépica

Morfologia
microscoépica

Género probable

H1

Colonia 2.5 cm
diametro,

anverso blanco |

y reverso beige,
textura
algodonosa
micelio elevado,
pigmento
amarillo
difusible al
medio y bordes
irregulares

H2

Colonia de 5.5
cm  didmetro,
anverso y
reverso blanco,
textura
algodonosa,
micelio elevado
de crecimiento
répido y
presenta un
borde regular.

Hongo filamentoso
hialino, hifas
septadas,

ramificadas, con
cabezas conidiales
amplias (aspergilar),
formada por el
conidiéforo que el
su extremo terminal
se ensancha en
forma de vesicula
donde van
adheridos los
conidios redondos

Aspergillus sp.

Phylum
Ascomycota

Hongo filamentoso,
hialino hifas
septadas,
ramificadas,
conidios  ovalados
que se presentan en
pequefios  grupos
sobre el conidi6foro.

Scedosporium sp.

PhylumAscomycota
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H3

H6

Colonia de 2 cm

diametro,
anverso  café
verdoso y

reverso café
oscuro, textura
terrosa,
superficie plana
umbonada,
aspecto
polvoriento,
aterciopelado, y
borde regular.
Crecimiento
lento

H7

Colonia de 1.3
cm  diametro,
anverso  café
oscuro, reverso
negro, textura
terrosa,
superficie
umbonada,
aspecto
aterciopelado,
consistencia
firme y borde
regular.
Crecimiento
lento

Hongo filamentoso

hialino, hifas
septadas amplias,
con cabezas
conidiales

(aspergilar) formada
por conidiéforo en
forma de vesicula
donde van
adheridas las
fialides, en donde se
logra ver una capa
de multiples
conidios redondos.

Aspergillus sp.

Phylum
Ascomycota

H8

Colonia de 3.8
cm  didmetro,
blanco al
anverso y
reverso,
oscureciéndose
posteriormente,
textura,
cremosa,
superficie plana,
estructura
filamentosa y
borde irregular.

Hongo filamentoso
hialino, hifas
septadas amplias,
cabeza aspergilar
formada por
conidiéforo en forma
de vesicula donde
van adheridas las
fialides, en donde se
logra ver una capa
de mlltiples
conidios redondos.

Aspergillus sp.

Phylum
Ascomycota

Colonia de 5.5
cm  didmetro,
anverso blanco
con puntos
negros al
centro, reverso
beige oscuro —
café como
resultado del
pigmento,
textura
algodonosa,
superficie plana,
borde regular.

Hongo  fuliginoso,
micelio septado, en
la parte superior de
las hifas ramificadas
se presentan las
fidlides donde se
producen los
conidios en forma
de gota.

Cladosporium sp.

Phylum
Ascomycota

Hongo  fuliginoso,
micelio septado,
conidios con pared
rugosa, conidios
Unicos o en cadena
de 3, de forma
ovoide o de gota,
septados vertical y
horizontalmente.

Alternaria sp.

Phylum
Ascomycota
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H11

H12

Colonia de 2.5
cm  didmetro,
anverso y
reverso negro,
textura
aterciopelada,
superficie plana,
aspecto
polvoso,
partiendo de un
gris a negro
difuminado,
consistencia
firme y borde
irregular.

H13

Colonia de 3.5
cm  diametro,
anverso beige al
centro un poco
mas oscuro,
reverso  beige
oscuro por
pigmento,
textura
algodonosa,
superficie plana,
borde regular.

Hongo hialino,
filamentoso,  hifas
septadas, con

cabeza aspergilar
amplia ovalada,
formada por el

conidio6foro,
vesicula donde van
adheridas las

fidlides y en la parte
superior de ellas la
produccién de
conidios.

Aspergillus sp.

Phylum
Ascomycota

H15

Colonia de 3.5
cm  didmetro,

anverso
verdoso en el
centro y

periferia  color
blanco, reverso
blanco, textura
algodonosa,
superficie plana,
consistencia
firme y borde
irregular

Hongo  fuliginoso,
micelio septado,
conidios con pared
rugosa, conidios
Unicos o en cadena
de 2 a 4, de forma
ovoide o de gota,
septados vertical y
horizontalmente.

Alternaria sp.

Phylum
Ascomycota

Colonia de 4 cm
diametro,
anverso blanco
y reverso beige,
textura
algodonosa,
superficie plana,
consistencia
firme, borde
irregular.

Hongo  fuliginoso,
micelio septado,
conidios con pared
rugosa, conidios
Unicos o en cadena
de 2, de forma
ovoide o de gota,
septados
horizontalmente.

Alternaria sp.

Phylum
Ascomycota

Hongo  fuliginoso,
micelio septado,
conidios con pared
rugosa, conidios
Unicos o en cadena
de 3, de forma
ovoide o de gota,
septados vertical y
horizontalmente.

Alternaria sp.

Phylum
Ascomycota
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H20 Colonia de 4.5 Hongo filamentoso, | Rhizopus sp.
cm  didmetro, con esporas
anverso blanco Phylum
a gris y reverso globosas a Y
gris,  textura ovaladas, incoloras, | Mucoromycota
algodonosa y iceli {ti
densa, micelio  cenocitico,
superficie se elevan a
glevada, borde esporangiéforos
irregular. De
répido rectos donde
crecimiento finalizan con
esporangios
0SCuros.
H21 Colonia de 3.5 W Hongo teleomorfo, | Aureobasidium sp.
cm  digmetro, levaduriforme y
anverso blanco ] Phyl
beige y café al | |/ micelar.  Produce ylum
paso del tiempo, | | ' X " | conidios primarios y Ascomycota
reverso blanco | [ ’ secundarios.  con
beige, textura s ’
pulverulenta \ | esporas que salen
superficie plana, de las hifas
borde irregular. .
(clamidiosporas)
H30 Colonia de 4 cm v Hongo hialino, | Aspergillus sp.
g:}avn;:ast:)o,negroy ‘ filamentoso,  hifas
Phylum
reverso negro, | | septadas, con Y
textura cabeza aspergilar | Ascomycota
algodonosa, pu .
superficie amplia ovalada,
- | elevada, formada por el
consistencia conidi6foro
suave,  borde i '
irregular. vesicula donde van
adheridas las
fidlides y en la parte
superior de ellas la
produccién de
conidios.

5.3 Frecuencia relativa de los géneros fungicos identificados.

Con los datos obtenidos, se cuantifico la densidad poblacional, asi como los géneros que
se identificaron morfol6gicamente y microscopicamente. En la Figura 22 se presentan los
porcentajes de UFC identificadas por morfologias. Se seleccionaron un total de 13
hongos que presentaron frecuencia importante en el periodo de las etapas muestreadas
2019-2020, pertenecientes a los géneros Aspergillus, Alternaria, Scedosporium,
Aureobasidium, Rhizopus y Cladosporium, que prevalecieron en la mayoria de las etapas

en ambos afios. Los hongos menos frecuentes o no clasificados se registraron como
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“otros”. También se observo que cuando existe menor variedad de géneros, se identifica
un mayor porcentaje, caso contrario cuando existe mas variedad, es poco el numero de
géneros dominantes que se logran identificar. En la figura 23 podemos observar
claramente que los géneros mas abundantes fueron Aspergillus y Alternaria en 2019 y
2020, pero de manera particular en el 2019 el género Alternaria con el cultivo con clave
H12 fue el mas abundante y en 2020 el género Aspergillus con el cultivo con clave H6,

seguido del género Alternaria con clave H15.
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Figura 22. Frecuencia de hongos por etapas 2019 — 2020 identificados por morfologia colonial
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Nota. Del total de UFC/m?® cuantificados, se asignaron los respectivos porcentajes a cada uno de los
géneros identificados de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas en cada una de las etapas fenologicas

del ciclo de la vid 2019 — 2020.
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Figura 23. Abundancia por tipo de géneros identificados
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Nota. Se presentan los géneros flingicos por abundancia, tomados del total de UFC/m? cuantificados en
cada etapa fenologica del ciclo de la vid 2019 — 2020. También se registra la nomenclatura usada al
aislarlos para dar seguimiento a cada uno de ellos en todo el proceso de analisis.
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6 DISCUSION
Los estudios aerobiolégicos son importantes para comprender el comportamiento,
distribucion y dispersion de la microbiota aérea en cultivos de importancia (Almaguer-
Chéavez, 2016). A través de la evaluacién aerobioldgica es posible la prediccion de
enfermedades que inciden en cultivos como vid y contribuir de esta manera a un control

fitosanitario adecuado (Fernandez Gonzalez, 2011).

Existen diversos factores que pueden influr en la densidad poblacional de
microorganismos en los agrosistemas de vid. Las caracteristicas geograficas, entre ellas
altitud, inclinacion del terreno y tipo de superficie; asi como la influencia del ambiente
circundante como si se encuentra rodeado por montafias, arboles, construcciones o
poblaciones generan barreras fisicas que evitan el paso de corrientes de aire que

transportan indculo consigo (Boso et al., 2019).

La variedad de la vid también es un factor a tomar en cuenta, porque puede influir en la
distribucion de comunidades fungicas por caracteristicas como tamafio de bayas y
tamafio del racimo, la compactacion del mismo, grosor de la piel de la uva, la
concentracion de azucares y acidos que caracterizan una variedad en particular (Cureau
et al., 2021). Cortifias-Rodriguez et al., 2020 mencionaron en su estudio realizado en 2
vifiedos en Espafia que algunas variedades son mas susceptibles (Mencia) que otras

(Godello) a infecciones fungicas frecuentes.

Por otra parte los tratamientos que se aplican para control microbiano sean convencional
u organico (Schmid et al., 2011), pueden afectar de igual manera la densidad y diversidad
de bacterias y hongos benéficos o patdégenos (Wijekoon & Quill, 2021; Garcia-Cela et
al., 2015).

Cabe considerar, que las condiciones climaticas como temperatura, humedad relativa y
precipitacion pluvial favorecen el desarrollo de hongos, pero las investigaciones previas
se enfocan mas a los patégenos potenciales en vifiedos (Martinez-Bracero et al., 2019;
Gessler et al., 2011)

El presente estudio investigo la densidad poblacional de hongos y bacterias cultivables,
dispersas en la atmdésfera de un vifiedo queretano. Se presentaron diferentes densidades

durante el transcurso de las principales etapas del ciclo de la vid, se registré un promedio
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total de bacterias y hongos de 8967+435 UFC/m?3 en 2019 y 9164+394 UFC/m?3 en 2020.
En comparacion con lo reportado por Schmid et al., 2011 en donde se realiz6 un estudio
funcional y estructural de la diversidad microbiana en vifiedos tratados de manera
convencional y organica, registraron los microhdbitats superficiales altamente
colonizados por microorganismos hasta 5.1x10° UFC para bacterias y 2x10° UFC en
hongos, también observaron una diferencia significativa de la diversidad microbiana entre
vifiedos convencionales y organicos. Por otra parte Li & Huang, 2006 reportan un rango
de 229 a 2442 UFC/m? para bacterias y 145 a 1819 UFC/m? para hongos por métodos de
cultivo en sitios exteriores, para realizar una comparaciéon de sus datos de monitoreo de
la concentracion viable total de bioaerosoles en ambientes interiores y exteriores
obtenidos por la técnica de epifluorescencia microscopica con flourocromos (EFM/FL)

utilizaron 4 tintes fluorescentes.

Martinez-Bracero et al., 2019 por su parte, evaluaron la presencia de esporas fungicas
de Erysiphe necator, Botrytis cinerea, y Plasmopara viticola en vifledos del sur de Espafia,
reportando resultados de concentracion de los afios 2015 al 2017 un total de 1041, 2643,
y 2108 esporas/m® obtenidos con un muestreador tipo Hirst, y complementando
resultados con 4 captadores pasivos donde obtuvieron un promedio total de 519, 1555y

384 esporas/m? para cada hongo en 2015, 2016 y 2017, respectivamente.

En otro estudio, Boso et al., 2019 observaron las condiciones climaticas que influian en
la diversidad genética de poblaciones de Plasmopara viticola en vifiedos de la zona
Noroeste de Espafia en los meses de mayo, junio y julio, tomando en cuenta la presencia
de infeccion primaria y secundaria del hongo de interés. Reportaron esporangios en el
aire/1.57 mm? en campo visual a 200x obtenidos con 2 muestreadores aéreos tipo
trampas de vidrio pegajoso en cada parcela a 2 diferentes alturas (1 my 2 m). Los
resultados obtenidos en el vifiedo A fueron de 317+13.55 esporas, vifiedo B 638+9.91
esporas, viledo C 257+8.20 esporas y vifledo D 1130+20.20 esporas/campo luminoso al
microscopio, para el promedio de los meses de mayo, junio y julio, y también relacionaron
esta densidad con los factores climaticos como temperatura, humedad relativa y
precipitaciones, de la cual concluyen que las condiciones en la parcela C fueron las mas
favorables para crecimiento de hongos con humedad relativa 70 — 75 %, precipitacion

62.2 — 105.2 mm y temperatura maxima <27 °C.
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Por otro lado, Moubasher et al., 2016 en un estudio aerobiolégico en Assiut, Egipto
realizaron un muestreo de 3 cultivos de citrico y 3 vifiedos, reportaron un promedio total
de 14149 UFC/m3 de hongos en vifiedos, obtenidos por placas con 2 medios distintos,
expuestas por 5 minutos a una altura de 60 cm de la superficie durante las mismas horas
del dia (10 am — 2 pm) en cada uno de los 6 sitios por un periodo de 6 bimestres (abril
2008 — febrero 2009).

Haciendo una comparacién de la cantidad de hongos reportados en los estudios antes
mencionados con las obtenidas en nuestro estudio, se registré una concentracion baja,
no mayor a 5900 UFC/m? para ambos afios muestreados (2019 — 2020). En el estudio
de Moubasher et al., 2016 se encontraron cuentas de hasta 14149 UFC/m? para un afio
muestral, al utilizar una metodologia semejante a la de este trabajo, sin embargo,
muestrearon a una altura de 60 cm, mientras que en nuestro trabajo el muestreo se
realizé a 160 cm de altura para que no se produjera interaccion directa con indculo del
suelo. De este modo es relevante comentar que la altura a la que ellos colocaron sus
muestreadores, en donde la microbiota del suelo pudo aumentar la captacion aérea,
debido a la cercania. Por otra parte, contrastando los datos del presente estudio con los
registrados por Boso et al., 2019 que reportaron un promedio total de 2612+51.86
esporas/1.57 mm? campo visual a 200x para el periodo total de 3 meses (mayo, junio y
julio), aunque utilizaron un método de muestreo similar, es complicado hacer una
comparacion, ya que ellos tuvieron un enfoque particular a 3 géneros fungicos patdgenos
potenciales, el tratamiento de las muestras y resultados fue distinto, sélo se puede tomar
como referencia que si hubo una densidad poblacional mayor de esporas en su muestreo
trimestral en 2014, respecto a la densidad poblacional diversa en nuestro estudio de 2
afnos. Finalmente en el estudio de Martinez-Bracero et al., 2019 reportaron un promedio
total de 5742 esporas/m? obtenidas por un captador tipo Hirst y otro promedio total de
2458 esporas/m? a través de captadores pasivos para el periodo total de 3 afios. Estos
resultados si pudieran compararse con los obtenidos en nuestro trabajo y esto debido a
que utilizaron muestreadores similares, su estudio registré un periodo de 3 afios
completos tomando en cuenta también las etapas fenoldgicas principales del ciclo de la
vid. De esta comparacion se puede observar que nuestros datos fueron promedios totales

de 5233 y 5793 UFC/m? para hongos en 2019 y 2020 respectivamente y el promedio que
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ellos registraron fue de 5742 esporas/m® y 2458 esporas/m? para 3 afios, pero sélo
enfocado a 3 hongos patdgenos, en caso de haber presentado toda la diversidad flngica,

hubieran tenido una densidad mayor para cada uno de los afios.

Cabe resaltar que aunque se han realizado varios estudios aerobiolégicos en vifiedos de
diferentes zonas del mundo como Espafa (Boso et al., 2019; Albelda et al., 2005),
Argentina (Oyuela Aguila et al., 2019), Portugal (Oliveira & Cunha, 2015), Egipto
(Moubasher et al., 2016) por mencionar algunos, No hay homogeneidad al momento de
realizar una comparativa de los datos obtenidos, primero por las variedades cultivadas
en esas regiones. En el trabajo de Cureau et al., 2021 realizaron un estudio del impacto
de la variedad en el cultivo de uva para vinificar, empleando las variedades Cabernet
Sauvignon, Zinfadel, Carlos y Noble muscadinas, Cintiana y Vignoles hibrida, sus
resultados sugirieron que la distribucion de la comunidad fungica y abundancia relativa si
fue influenciada por la variedad, por el afio y localizacion en diferente medida. La
variedad Cabernet Sauvignon es reportada por Bricefio & Latorre, 2008, que presenta
una susceptibilidad al género Cladosporium en vifiedos chilenos. Oliveira & Cunha, 2015
realizaron un estudio en 4 vifiedos en Portugal, en los cuales evaluaron la contaminacion
de Erysiphe necator en las diferentes variedades cultivadas en esos vifiedos, siendo
Guoveio la mas sensible a este hongo patégeno. Garcia-Cela et al., 2015 realizaron un
estudio de vifiedos del norte y sur de Espafia, muestrearon diferentes tipos de vid, pero
las variedades Zalema y Chelva cultivadas en el sur, presentaron mayor infeccion por

Aspergillus, mientras que la variedad Pinot registré6 menor infeccion.

Otro factor que dificulta la comparacion de los datos de densidad microbiolégica se
atribuye al manejo convencional y el organico en vifiedos. En el estudio de Schmid et al.,
2011 realizaron una evaluacion de la diversidad microbiana y los efectos del manejo
convencional y organico en agrosistemas de Vitis vinifera registrando diferencias
significativas en los recuentos de UFC de hongos filamentosos y levaduras, también un
potencial antifitopatogénico mayor en muestras de manejo organico. Por otra parte,
Longa et al., 2017 tenian como objetivo investigar los efectos del manejo biodinamico con
o0 sin abono verde comparandolo con el manejo organico, sobre la microbiota de vifiedos;
en sus resultados mostraron una similitud en la diversidad y composicion microbiana
asociadas a ambos sistemas agricolas.
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Otro segmento de variabilidad es representado por las diferentes metodologias utilizadas
de muestreo aéreo activos o pasivos (Pasquarella et al., 2000), conocimiento general o
particular de la biodiversidad y finalmente el microorganismo de interés, como bacterias,
levaduras y hongos filamentosos, que son las caracteristicas que se toman en cuenta al

desarrollar un método de captacion y tratamiento de los datos (Haig et al., 2016).

En relacion con el tema de la diversidad microbioldgica del agrosistema principal de este
estudio. Pinto et al.,, 2014 caracterizaron ampliamente el microbioma de la vid y
mencionan que la abundancia de géneros eucariotas y procariotas juegan un papel
importante en la biodiversidad de vifiledos, que algunos pueden ser beneficiosos y

presentar antagonismo a otros microorganismos patégenos.

En el presente trabajo se identificaron 13 hongos con morfologia colonial y microscopica,
gue se presentaron con alta frecuencia durante el periodo 2019 — 2020. Se captaron
utilizando la técnica de deposicion en placas Petri. Dentro de los géneros fungicos
identificados de importancia en la atmosfera del agrosistema de vid fueron
mayoritariamente Aspergillus sp. (3452 UFC/m3) y Alternaria sp. (1946 UFC/m?), seguido
de Scedosporium sp., Aureobasidium sp., Rhyzopus sp. y Cladosporium sp. en menor
proporcion. Los géneros Aspergillus, Alternaria, Cladosporium, Aureobasidium,
Scedosporium, y Rhizopus han sido reportados frecuentemente en agrosistemas de vid
(Huang et al., 2018; Moubasher et al., 2016; Garcia-Cela et al., 2015; Latorre et al., 2002),
también se han descrito como oportunistas que pueden presentarse en diferentes
cultivos. En un estudio realizado por Encina y Piontelli L., 2009 en diferentes lugares de
Chile, reportaron a Cladosporium, Aspergillus, Aureobasidium, Alternaria y Rhizopus en
pruebas a tomates sanos. Sessa et al., 2016 realizaron un estudio en Uruguay para
conocer la microbiota fungica de cultivos frutales de durazno, pera, manzana y arandano
de esa zona, reportando a Alternaria, Aureobasidium, Cladosporium como hongos
endofitos en mayor presencia. Valle-Aguirre et al., 2016 reportaron Aspergillus, Alternaria,
Rhizopus y Cladosporium para cultivo de aguacate en México; Almaguer et al., 2008
reportaron al género Alternaria como fitopatégeno en cultivos de arroz en Cuba. En un
estudio mas actual Larran et al., 2016 encontraron a Alternaria como hongo enddfito, que
no causo sintomas de patogenicidad en plantas de trigo inoculadas. Noriega Cantu et al.,
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2017 realizaron un estudio en un huerto de mango Ataulfo en Guerrero, México, en el

cual registraron a Cladosporium como un género con mayor poblacion de esporas.

En vid, alguno de estos hongos como Aspergillus, Alternaria, Rhizopus (Velazquez-Del
Valle et al., 2008), Cladosporium (Bricefio & Latorre, 2008) puede ocasionar
podredumbres fangicas, la gravedad de ellas depende de la constitucion y madurez del

racimo, temperatura, humedad y otros factores.

Los géneros que mas sobresalieron respecto a la frecuencia relativa, mostrando densidad
poblacional alta fueron los géneros Aspergillus y Alternaria, estos géneros son similares
a lo que han reportado en investigaciones previas, registrando la abundancia de estos
géneros dispersos en diferentes ambientes (Sanchez Espinosa et al., 2019; Valle-Aguirre
et al.,, 2016; Oliveri et al., 2017). Se podria decir que estos dos géneros fueron los

dominantes en la diversidad fangica en los dos afios del periodo muestral.

El género Aspergillus fue el mas comun en las diferentes etapas del ciclo de la vid en
ambos afios con un total de 3452 UFC/m3. Ha sido reportado como una especie
oportunista, también causante de pudricidn negra, y también por la produccion de
Ochratoxina A (Garcia-Cela et al., 2015), como enddfito asintomatico puede afectar al
maiz y cacahuate por su caracteristica de producir micotoxinas (ocratoxinas) causando
dafio al ganado, aves de corral y al ser humano al consumirlos, generalmente a las
variedades de este género se les considera patdégenos post cosecha (Palencia et al.,
2010), estas ocratoxinas se han detectado en sangre humana, alimentos, bebidas,
cereales, semillas, frutos secos, café, leche, cerveza y en vino (Medina et al., 2005).
Hongos del género Aspergillus también presentan actividad fermentativa, por la cual se

pueden obtener acidos organicos como el acido citrico (Lopez Rios et al., 2006).

En la vid, los hongos Aspergillus, pueden ocasionar podredumbres acidas, presentando
sintomas desde la maduracion hasta postcosecha (Latorre et al., 2002). Contrario a esto,
los organismos endofitos de este género influyen en la fuentes de C, Ny P, en la
produccion de acidos organicos, mostrando aplicaciones biotecnoldgicas diferentes a su
uso en procesos fermentativos (Francisco et al., 2020). Ademas, se registro0 que la cepa

C2J6 de Aspergillus niger en uvas es capaz de producir resveratrol (Liu et al., 2016).
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El género Alternaria es un género muy comun, con especies saprofitas, endofiticas y
patdgenas distribuidas en suelo y materia organica en descomposicion (Pavén Moreno
et al., 2012). Los géneros enddfitos de Alternaria pueden producir metabolitos
secundarios en uvas (Huang et al., 2018), algunos de estos metabolitos de bajo peso
molecular pertenecientes a la familia de las dicetopiperazinas, como el ciclo (L-
fenilalanina-trans-4-hidroxi-L-prolina), ciclo (L-leucina-trans-4-hidroxi-L-prolina) y ciclo (L-
alanina-trans-4-hidroxi-L-prolina) tienen efecto contra mildia velloso (Musetti et al., 2007),
asi como la influencia en la composicion quimica de su planta hospedera (Wijekoon &
Quill, 2021), en la relacién entre Alternaria y otras especies de plantas, incluidas uvas
silvestres se encontrd la produccion del flavonoide polifendélico resveratrol, al que se le

atribuyen muchos beneficios a la salud (Dwibedi & Saxena, 2019).

Por otro lado, Aureobasidium es considerado un hongo endofito de la vid que se presenta
mayormente en vifiedos tratados de manera organica, por su capacidad de interactuar
con azufre y desintoxicar cobre, que son la base de los tratamientos permitidos en este
manejo (Schmid et al.,, 2011). El género Aureobasidium puede producir pululanasas,
amilasas, celulasas, lipasas, proteasa alcalina, xilanasa, mananasa, proteinas con
importantes aplicaciones biotecnolégicas, también se ha considerado como un agente de
control eficaz contra las enfermedades post cosecha. Algunas cepas (SL250 y SL236)
cuentan con propiedades de biocontrol contra Botrytis cinerea, Rhizopus stolonier y
Aspergillus niger en la uva y en tomate, (Chi et al., 2009). Actua como potente
antagonista de diversos patdégenos fungicos, compitiendo por nutrientes, espacio y
produccion de enzimas degradadoras de pared celular (Kernaghan et al., 2017). También
se le atribuyen componentes tipicos del sabor del vino (Schmid et al., 2011). No esta de
mas comentar que en el vifiedo en el que nosotros aplicamos este trabajo, se da un
manejo organico, que puede manifestarse con la presencia de este género de gran

importancia biotecnoldgica.

El género Cladosporium se ha presentado como un hongo oportunista, que puede causar
pudricion, y es una enfermedad comudn en vifiedos chilenos, particularmente en la
variedad Cabernet Sauvignon y otras variedades tintas (Bricefio & Latorre, 2008). Como
hongo endofito tiene un rol en produccion de metabolitos bioactivos como la enzima L-
asparaginasa que es utilizada en tratamientos de primera linea de leucemia linfoblastica
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aguda (Hatamzadeh et al., 2020). Es nuestro estudio, este género en particular fue el
mas bajo en densidad poblacional, y respecto a que es mas afin a las variedades tintas,
si presenté un comportamiento mayor en uvas tintas pero en las variedades de Syrah y
Tempranillo.

El género Scedosporium ha sido reportado por Ristiati et al., 2019 como un hongo
endoparasito que se encuentra presente en la rizosfera de vifiedos de Bali, Indonesia, es
un tipo de hongo patégeno que puede vivir en plantas, animales y suelos con una
contaminacion severa. Se encuentra habitualmente en el suelo y materia organica, puede
causar enfermedades en humanos en estados de inmunocompromiso por inoculacion
directa o inhalacion de sus esporas {Formatting Citation}. Este género en nuestro estudio
estuvo siempre presente en cada una de los puntos muestrales y en todas las etapas del
ciclo en ambos afos, por ello fue uno de los hongos con tercer lugar de frecuencia. Por
sus caracteristicas de desarrollo en planta y suelo podria ser conveniente darle
seguimiento, para que, en caso de aumento de poblacion, evitar alguna consecuencia

posterior al agrosistema.

Finalmente, el género Rhizopus es un hongo fitopatdégeno que puede desarrollarse en
una amplia gama de temperaturas y humedades relativas. Su rapido crecimiento le
permite colonizar varios productos agricolas provocando enfermedades postcosecha
(Velazquez et al., 2008), causal de la pudricion blanda, que da inicio por heridas o grietas
en el momento del envero en vid. (Latorre et al., 2002; Zahavi et al., 2000). En nuestro
estudio podemos mencionar que este hongo si tuvo incidencia en la etapa de envero y
aumento en vendimia, disminuyendo en caida de la hoja para el ciclo 2019, caso contrario
en 2020 se present6 con muy baja frecuencia a partir de floracion, cuajado y vendimia.
Este dato es importante porque se confirma la presencia de este hongo fitopatdégeno en
las etapas de formacién, maduracion de racimos y posterior a la cosecha. Por lo tanto,
con este comportamiento de la biota fungica, podemos atribuir que relativamente el
vifiedo “Tierra de Pefa” no presentd riesgos importantes de patogenicidad que pudo
comprometer la cosecha en ambos afios. Pero también se puede visualizar la
oportunidad de desarrollar una estrategia previsora de control biolégico a partir de
microbiota nativa que presenta perfil antagonista a patégenos en este caso refiriéndonos
al género Aureobasidium y Alternaria.
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Al respecto de las condiciones climaticas a continuacion se abordan las diferencias en
los dos ciclos anuales. Se registraron las siguientes condiciones climaticas. Iniciando con
la temperatura que presentd en los dos afios de muestreo, en 2019 una temperatura
promedio 17.5°C, maximo 28.1°C y minimo 7.9 y en el 2020 una temperatura promedio
18°C, maximo 28.2°C y minimo 8.1°C, se puede decir que ambos afios presentaron
temperaturas muy similares. En lo que respecta a humedad relativa en 2019 registrd un
promedio de 62.3%, maximo 89.7% y minimo 22.2% y para el 2020 promedio de 66%,
méximo 87.1% y 23.3% también aparentemente no presentaron mayor diferencia.

Para la variable de velocidad de los vientos en 2019, se registré un promedio de 13.8
km/h, maximo 33.6 km/h y minimo 0, en 2020 hubo un promedio de 15.5 km/h, maximo
43.5km/h y minimo 0.2 km/h, respecto a ello podemos decir que hubo un aumento
aproximado al 30% respecto al 2019. Es relevante mencionar que las velocidades de los
vientos en 2019 registraron velocidades importantes después de la etapa de cuajado, y
en 2020 iniciaron con velocidades importantes y fueron disminuyendo a partir de envero,
esto se podria relacionar con la tendencia mostrada por los hongos, que debido a esas
corrientes de aire hubo una mayor deposicion, pero por aplicacion de tratamientos de
control, no se mostré un desarrollo muy marcado, en cambio, posterior a la cosecha,
cuando ya no se aplicaron tratamientos hubo un incremento en el desarrollo de éstos en
la dltimas etapas. En lo que se refiere a las direcciones de los vientos, se reportaron dos
corrientes importantes, la primera de Norte a Sur y la segunda de Sur suroeste (SSW) a

sur sureste (SSE).

En precipitaciones, se presento un promedio de 0.2 mm, maximo de 1.4 mm y 0.01 en
2019 y un promedio de 0.6 mm, maximo de 2.6 mm y minimo 0.01 mm en 2020, de lo
cual podemos hacer notar que se presenté mayor volumen de casi al doble en promedio
y maximo de lluvias en 2020, durante la etapa de vendimia fue donde mas se registrd
lluvia en 2019 y envero en 2020, que pudieron influir en la cuenta de hongos y el efecto

de tratamientos fungicidas en ambas etapas.

La variable de radiacion solar presenté en 2019 un promedio de 184.9 W/m2, maximo
753.1 W/m2y minimo 0.125 W/m?2, para el 2020 se registré un promedio de 134.18 W/m?,

maximo de 597.13 W/m2 y minimo de 0.125 W/m2. Se puede decir que hubo mas
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radiacion solar en 2019 que en 2020 con un aumento del 30% aproximadamente en datos

de promedio y maximo.

La correlacién de variables climatolégicas que se realiz6 con un andlisis de Pearson
arrojo la siguiente informacion, las condiciones climaticas de radiacion solar (0.78),
temperatura maxima (0.50) y velocidad de los vientos (0.31) se correlacionaron
positivamente de forma fuerte y moderada, mientras que las etapas fenoldgicas (-0.86),
la humedad (-0.74) y temperatura minima (-0.62) presentaron correlacion negativa fuerte
con la densidad poblacional de bacterias. Por otro lado, en la densidad de hongos hubo
un comportamiento diferente en relacion a las variables climaticas, la humedad (.62),
etapas fenoldgicas (0.60), radiacién solar (0.51) presentaron una correlacién positiva
fuerte, la velocidad de los vientos (0.46) y las etapas fenoldgicas (0.28) tuvieron una
correlacion positiva moderada y baja respectivamente. La temperatura maxima (-0.60)
tuvo una correlacion negativa fuerte, temperatura minima (-0.44), radiacién solar (-0.38)
y velocidad de los vientos (-0.38) una correlacién negativa moderada. Entendiendo que
los indices de correlacion positivos, son relaciones directas que se dan cuando al
aumentar o disminuir una de las variables, la otra también lo hace. Los coeficientes de
correlacion negativos son relaciones inversas que se dan cuando al aumentar o disminuir,

la otra variable hace lo contrario.

En el articulo de Ramos & Meza, 2017 realizaron un estudio aeromicolégico en Lima,
Peru, en el exterior de la Plaza San Martin de Lima, en el cual tomaron en cuenta el
efecto de las condiciones climaticas de temperatura, humedad relativa, velocidad de los
vientos e indice UV con la concentracion de esporas flngicas UFC/m?3, realizando una
correlacion de Pearson entre dichas variables utilizando el programa SPSS versién 2.0.
Reportaron que existe una correlacion positiva con la temperatura, velocidad de los
vientos e indice UV. En relacién a la variable de humedad relativa reportaron una
correlacion negativa. Se puede observar que en nuestro estudio existio una correlacion
positiva de densidad poblacional con la temperatura maxima, pero con las bacterias y
una correlacion negativa con los hongos. Referente a la humedad relativa, reportamos
que existe una correlacion negativa respecto a la densidad de bacterias y positiva para
los hongos. Comparando lo reportado por Ramos & Meza, 2017 se puede decir que no
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existio un comportamiento similar a su estudio, ya que no hubo similitud en las

correlaciones de variables con la densidad de UFC/m3.

En el articulo de Boso et al., 2019 se menciona cémo las condiciones climéticas afectan
la diversidad genética de las poblaciones de Plasmopara viticola en vifiedos localizados
al noroeste de Espafia, donde las condiciones son idoneas para el crecimiento de este
hongo, reportando que la parcela C mostré condiciones climéaticas mas favorables para
el crecimiento de hongos durante el periodo muestral (humedad relativa 70-75%,
precipitaciones 62.2-105.2 mm y temperatura maxima menor a .27 °C) y la parcela B
menos favorable (humedad relativa 60-65%, precipitaciones 26.2-37.6 mm y temperatura
méxima de 30-37°C). Comparando estas condiciones con las que se registraron en
nuestro estudio se puede decir que el promedio de la humedad relativa fue de 64%,
precipitacion maxima entre 5.8 — 6.4mm y temperatura maxima menor a 27°C. De
acuerdo a estos datos, haciendo una comparacion con nuestras variables, ni la humedad
relativa ni precipitaciones fueron optimas para potenciar la diversidad de hongos, soélo la
temperatura, se observo similar. La variable de temperatura interactia con otras variables
como la humedad y es una de las principales para que exista actividad de

microorganismos, por lo tanto, tiene un papel crucial en los estudios climaticos.

Cortiflas-Rodriguez et al., 2020 en su estudio relaciond la concentracion de esporas
fungicas de Botrytis, Erysiphe y Plasmopara en los vifiedos Cenlle y O Mato del noroeste
de Espafia con las condiciones meteoroldgicas de los afios 2016, 2017 y 2018, cuyo
andlisis registré correlacion positiva de la lluvia (814 L/m?), (940.4 L/m?) y humedad
relativa (75.8%), (80.9%) (Cenlle 2017, O Mato 2016), temperatura media (15.2°C) y
minima (8.2°C) (Cenlle 2018) para la presencia de esporas de Botrytis. Para Erysiphe
hubo una correlacion alta negativa con temperatura promedio (13.8°C), (13.9°C) y minima
(7.3°C), (6.4°C) (Cenlle 2016, 2017). Plasmopara tuvo correlacion positiva con
temperatura media (13.9°C) y minima (6.4°C) (Cenlle 2017), precipitaciones (940 L/m?) y
humedad relativa (80.9%) (O Mato 2016), correlaciones negativas con temperatura media
(12.8°C) y maxima (20.6°C) (O Mato 2016). Haciendo una comparacion de estas
condiciones climaticas con las registradas en nuestro estudio, la temperatura maxima
(27.5y 28.1°C), minima (8 y 8.1°C), media (17.3 y 18 °C) fueron mas altas, en la media
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de humedad relativa (62.3 y 66%) fue menos en ambos afios. Respecto a las

precipitaciones fueron mayores y en velocidad del viento menores a nuestros datos.

En este trabajo, no podemos dejar de mencionar a las bacterias, ya que también son
microorganismos de importancia biotecnolégica, utiles en control biolégico, que pueden
promover el crecimiento de plantas, potencializando la disponibilidad de nutrientes,
fijacion de nitrégeno y aumento superficial de la rizosfera, entre los géneros mas
utilizados podemos mencionar Pseudomonas y Bacillus (Juarez, 2017). Por otro lado,
algunas de estas pueden causar bacteriosis en vid, por ejemplo Agrobacterium spp,
(tumores de la vid) Xylophylus ampelinus (necrosis bacteriana de la vid) y Xylella
fastidiosa (enfermedad de Pierce) y pueden presentar dificultad en su control, por lo que
la principal medida control es la prevencion (Palacio Bielsa, 2015). Los resultados
obtenidos para bacterias en nuestra investigacion, registraron un promedio en densidad
poblacional total de 3734 UFC/m3 en 2019, aproximadamente 30% menos que el
promedio de la densidad poblacional total de 5233 UFC/m?® de hongos en ese afio y 3371
UFC/m3, aproximadamente 40% menos que el promedio de la densidad poblacional total
de 5793 UFC/m?® de hongos en 2020. Aungue al principio en 2019 no hubo muchas
diferencias estadisticas en las poblacionales de bacterias y hongos, esto se atribuye a
las condiciones climaticas y a las aplicaciones de tratamientos de alga y lombricomposta,
que en su formulacién tienen microorganismos eficaces que son utilizados para control
biolégico (Rhodopseudomonas y Bacillus) y que tienen mayor efecto en el desarrollo de
bacterias. En vendimia la diferencia se hizo mas pronunciada, los hongos después de
esta etapa, debido a la ausencia de tratamientos fangicos pudieron aumentar su
poblacién, repuntando respecto a las bacterias que si presentaron afectacién con un total
de 5 tratamientos aplicados en ese afio, finalmente al comenzar a bajar la temperatura,
su desarrollo se presenta asintético (Madigan et al., 2015). En 2020 también se inicié con
densidades similares para ambos microorganismos, pero en brotacion se pudo ver
claramente un cambio abrupto en densidad de hongos respecto a las bacterias que se
mantienen similares en densidad a la etapa de lloro, este cambio se atribuyé a que la
temperatura aumentd hasta 6 grados y esto pudo facilitar el desarrollo de los hongos,
sumado a esto, otro factor importante que se considera, es el efecto que pudo causar en

la densidad de bacterias un tratamiento aplicado el 1 de marzo 2020, que como se
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comento anteriormente, conforme transcurren los dias causa un efecto de disminucion
poblacional bacteriano. En las tres etapas siguientes, se observé un comportamiento
similar al de las etapas del afio anterior 2019 (floracién, cuajado y envero), y en vendimia
se vuelven a separar en densidad los hongos de las bacterias (debido a que ya no se
aplicé control fuangico), pero como en el afio anterior, las bacterias presentaron un
comportamiento asintético en las Ultimas etapas, llama la atencidon que en este afio 2020
hubo un repunte de densidad poblacional de bacterias, atribuyéndose este
comportamiento, primeramente a la diferencia de fecha de realizacion del muestreo en
periodo de letargo (1 mes antes), la temperatura se encontraba casi al limite del rango
aceptable para bacterias (promedio 15.6£5.8°C, maximo 25.8°C y minimo 4.7°C) y la
radiacion solar (259 W/m2) se presentdé mayor al cierre del afio, esta variable pudo
compensar el decremento de la temperatura, propiciando un ambiente de desarrollo

bacteriano.
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7 CONCLUSION
La mayor densidad poblacional de microorganismos totales (bacterias y hongos) en la
atmosfera del vifiedo se encontr6 en la etapa de floracion 16 de abril (1965 UFC/m?) en
2019y en letargo 14 de octubre (1905 UFC/m?) en 2020.

La etapa de floracion presenté la mayor densidad poblacional de bacterias (1049 UFC/m3)
y en hongos caida de la hoja (1580 UFC/m?3) en 2019.

La etapa de letargo presenté mayor densidad de bacterias (708 UFC/m?) y en hongos la
etapa caida de la hoja (1513 UFC/m3) en 2020.

Las variables que mas explican la variabilidad de la densidad poblacional de bacterias
fueron la radiacion solar y la temperatura maxima de manera positiva y las etapas

fenologicas y la humedad de manera negativa.

En lo que se refiere a los hongos, se presentd una correlacién positiva de las variables
de humedad, etapas fenoldgicas y radiacién solar, en cambio la temperatura maxima,
temperatura minima, radiacion solar y velocidad de vientos observaron una correlacion

negativa.

Se identificaron 13 aislados fungicos mayoritarios, pertenecientes a los géneros
Aspergillus, Alternaria, Scedosporium, Aureobasidium, Rhizopus y Cladosporium, que

son hongos caracteristicos en vifiedos de diversas regiones.

Los géneros Aspergillus, Alternaria y Aureobasidium presentan caracteristicas benéficas,
como productores de metabolitos secundarios de importancia biotecnoldgica. El género
Aureobasidium puede emplearse como referencia de manejo organico del vifiedo.
Mientras que los géneros Scedosporium, Rhizopus y Cladosporium son catalogados

como hongos filamentosos que pueden generar afectaciones en vid y otros frutos.
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