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RESUMEN

Los “decaimientos de la vid” son el conjunto de enfermedades producidas por
hongos fitopatdégenos que provocan la podredumbre de la madera y consecuentemente
la pérdida de vigor o incluso la muerte prematura de la planta. El propdsito de este
trabajo es el estudio de estas enfermedades, y sus hongos asociados, en Castilla y Leon.
Para ello, durante los afios 2003-2007, se realizd un seguimiento en 18 parcelas de vid
de 6 denominaciones de origen de Castilla y Ledn, tomando muestras de cada una de
ellas para su posterior andlisis en el laboratorio. En todas las denominaciones de origen
estudiadas se produjo un aumento de la incidencia de estas enfermedades, pasando de
un 3% de incidencia en el afio 2003 a un 10% en 2007. De las plantas analizadas se
aislaron e identificaron = mayoritariamente:  Phaeoacremonium  aleophilum,
Phaeomoniella chlamydospora, Botryosphaeriaceae y Cylindrocarpon spp. Dentro de la
familia Botryosphaeriaceae las especies aisladas mayoritariamente fueron Diplodia
seriata, Diplodia mutila, Botryosphaeria dothidea y Neofusicoccum parvum, mientras
que Dothiorella iberica, Dothiorella sarmentorum y Dothiorella viticola, se aislaron
esporddicamente, al igual que otras especies asociadas a los decaimientos de la vid
(Fomitiporia mediterranea, Phomopsis viticola, Eutypa lata y Stereum hirsutum). La
secuenciacion de la region ITS del ADN ribosomico de los aislados identificados como
Cylindrocarpon spp. puso de manifiesto la existencia de: N. macrodidyma, C.
liriodendri y C. olidum. Teniendo en cuenta que P. chlamydospora fue una de las
especies aisladas con mayor frecuencia, se estudi6 la variabilidad genética de 35
aislados de P. chlamydospora mediante RAPDs y por comparacion de las secuencias de
tres regiones del genoma: ITS, B-tubulina y factor de elongacion la, confirmandose la
escasa variabilidad genética existente entre los aislados de esta especie. A partir de las
secuencias de la region ITS se disefid un sistema de identificacion mediante RTi-PCR
que permite detectar hasta 1 fg de ADN o 1 espora de P. chlamydospora.
Simultaneamente, se realizd un estudio in vitro de la actividad de 3 fungicidas
(Escudo®, Carbendazima y Flusilazol) sobre 14 especies de hongos asociadas a estas
enfermedades observandose que en general el efecto producido es fungistatico y no

fungicida.
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1. LOSINICIOS DE LA VITICULTURA

El cultivo de la vid y el vino han estado ligados a la historia de la humanidad
formando parte de la cultura, el arte y la salud a lo largo de siglos, estableciendo una
conexion entre el pasado, el presente y el futuro.

Segun la mitologia griega, tras varias batallas en Mesopotamia, Dionisos, dios
del vino (Baco en Roma) recorri6 la Grecia clésica, con la mision de dar a conocer a los
hombres la existencia de la vid y la bendicion del vino, y con ese objetivo llegd hasta
las tierras de Icaria. Cuando lleg6 a Attica fue amablemente recibido por el rey Icario y
su hija Erigone, y en agradecimiento le ensefi6 el cultivo de la uva y la elaboracion de
los vinos, con tan buen resultado que Icario logro6 el primer vino producido por los seres
humanos. Entusiasmado por el éxito de la cosecha y el excelente sabor de sus caldos,
Icario se fue por todo el reino invitando generosamente a sus subditos a disfrutar del
vino reciente. Estos bebieron en abundancia, y al poco comenzaron a sentirse alegres al
tiempo que confusos: sentian al mismo tiempo el terror del mareo creciente y la pérdida
de la vision, pero su euforia y la pérdida de la consciencia también aumentaba con el
vino. Pensaron entonces que habian sido envenenados por Icario por lo que mataron al
rey Icario, y enterraron su cuerpo bajo un pino. Maira, la perra fiel de Icario, asistio
impotente a todo el macabro proceso y, al ver al amo enterrado, corrid en busca de su
hija, a quien arrastrd, tirando a mordiscos de su tlnica, hasta la tumba de su padre. Alli
comenzd la perra con sus patas a excavar la tierra recién apilada, Erigone viendo el
cuerpo de su padre, cayo en la desesperacion y se ahorco en las ramas del mismo pino
que daba sombra a la descubierta tumba. Al expirar Erigone, quisieron los dioses que su
misma muerte se extendiera por Atenas como aviso del crimen que habia quedado sin
castigo. Por esa voluntad divina, otras muchas jovenes, sin llegar ellas mismas a saber
por qué lo hacian, se quitaban la vida simultaneamente, ahorcandose sin razéon conocida
en muy distintos lugares de la ciudad, hasta que los dioses hicieron saber a los hombres,
que Icario y su hija Erigone habian muerto por la injusticia de los campesinos, y que era
necesario que la venganza cayera sobre los culpables. Para saldar la injusticia los
ejecutores atenienses se dirigieron a las tierras de Icaria y dieron muerte a los que
habian asesinado a su rey Icario.

La Biblia sefala como No¢ al salir del Arca tras el Diluvio, plant6 una via en la
zona del monte Ararat (Armenia) convirtiéndose en el primer viticultor: “Noé que era

labrador plant6 vifias, y bebiendo vino se embriagd, y se desnud6é en medio de su
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tienda” (Génesis, 9, 20-25). Los pasajes biblicos que hacen referencia a la vid son
numerosos y siempre se asocia a la tierra fértil en la que se cultivaba.

Pocas noticias se tienen del cultivo de vid en aquellos tiempos. El mas antiguo indicio
de actividad viticola se remonta hacia los 5000 afios a.C. en la localidad de Chokn
(Céucaso). En Mesopotamia, tierras comprendidas entre los rios Tigris y Eufrates,
cuyos origenes se remontan a 5000 afios a.C., existen testimonios escritos sobre la
presencia del vino (Hidalgo, 2002). En Egipto se producia vino desde la 4* dinastia de
los faraones (2500 a.C); los griegos y los romanos consumian vino y contribuyeron a la
propagacion del cultivo de la vid introduciendo este cultivo en su imperio, asi como en

aquellas tierras que conquistaban.

2. LAVITICULTURA Y EL VINO EN ESPANA

2.1. Delos inicios a la Reconquista

No existe una clara unanimidad sobre el lugar en el que comenzaron a realizarse
los primeros cultivos de vid en Espafia y quienes fueron los que introdujeron las
técnicas de elaboracion del vino. Diversas fuentes apuntan que los primeros viiiedos se
habrian asentado en el litoral occidental andaluz constituyendo el punto de entrada y el
lugar de las vifias mas antiguas de Espafia. Esta teoria parece ser la mas probable, y esta
avalada por la presencia de los fenicios en la peninsula hace alrededor de 3.000 afios.
Este pueblo comerciante fund6 un puerto en el sudoeste al que llamaron Gadir (Cédiz,
en la actualidad). Después se traslado tierra adentro, creando otra ciudad llamada Xera
(ahora Jerez en cuyas montafias circundantes plantaron vides. El clima calido de la zona
favoreci6 la naturaleza fuerte y dulce de los vinos, lo que les permitia soportar muy bien
los viajes. Este hecho, unido al espiritu comerciante de los fenicios, supuso que ya en el
comienzo de la era cristiana, los vinos espafioles se convirtieran en una de las
mercancias mas comunes en los intercambios comerciales del Mediterrdneo y norte de

Africa.

Serian los romanos los que continuarian la produccion de vinos en la peninsula,
para lo que incorporaron sus métodos particulares de elaboracion. Entre ellos destaca la
crianza en anforas de barro situadas en estancias altas y soleadas, y cerca de chimeneas.
La necesidad de abastecer al vasto imperio y sus legiones contribuy¢ a intensificar el ya

notable trafico comercial que habian alcanzado los vinos espafioles.
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El declive del Imperio Romano y la posterior invasion barbara supuso un freno
en el desarrollo de la viticultura en Espafia. Las primeras hordas germanicas destruyeron
muchas plantaciones de vid. Posteriormente, la llegada de los visigodos a la peninsula
contrarrestd la accion de los barbaros. Mas civilizados que sus predecesores, por el
contacto con los romanos en las provincias limitrofes del Imperio, concedieron una gran

importancia a la viticultura.

La llegada de los arabes en el siglo VIII también se tradujo en algunas
dificultades para el desarrollo de la vid y la elaboracién del vino debido a la prohibicion
cordnica de consumir bebidas fermentadas y alcohoélicas. Pese a ello, el cultivo de la vid
continud e, incluso, se mejor6 durante el periodo de dominacién musulmana. La
primera causa se encuentra en la propia uva como fruta y su zumo: no habia motivos
para prohibir su consumo ni tampoco el del mosto sin fermentar. Por lo tanto, no se
podia impedir su cultivo, al menos para los no musulmanes. La segunda causa es la
conocida permisividad de algunas dinastias mdas liberales hacia los cristianos
dominados, a los que permitieron continuar con el cultivo de sus vifiedos y la

elaboracion del vino, sobre todo en los monasterios.

2.2. Desde la Reconquista hasta el siglo XX

Sin embargo, no seria hasta después de la Reconquista por parte de los Reyes
Catolicos cuando se produciria el despegue definitivo de la viticultura. Las
comunidades religiosas y los monasterios que se fueron restableciendo jugaron un
importante papel ya que serian los monjes y frailes los que mas se afanaron en recuperar
la tradicion vinicola. El vino era un elemento imprescindible para sus ritos religiosos,
aunque no se conformaron con el necesario para su culto, sino que se encargaron
también de abastecer sus bodegas para alegria de los lugarefios y peregrinos. De este
modo, las vifias comenzaron de nuevo a florecer alrededor de los monasterios y abadias

para extenderse posteriormente a otros terrenos.

A lo largo de los siglos siguientes el vino se convirtio en un alimento esencial en
la dieta de la época, a lo que se uni6 la posibilidad de comercializarlo en lugares
distintos a los de su produccion. Este desarrollo de los flujos comerciales potencio el
nacimiento de las distintas regiones vinicolas y se produjo asi un considerable trasiego

de municipios y regiones que se turnaron en el abastecimiento de vino a la Corte.
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El siglo XIX es crucial en la industria vinicola espafiola. Aunque timidamente,
comienzan a implantarse algunas reformas que tienen como objetivo la mejora de la
calidad del vino y se implantan nuevas técnicas industriales de elaboracion del vino que
sustituyen a las tradicionales artesanales. Por otro lado, la desgraciada llegada de la
filoxera al norte de Europa, que devastd progresivamente los vifiedos a mediados de
siglo, contribuyd a consolidar la vinicultura en Espafa. Muchos vinateros franceses se
establecieron al otro lado de los Pirineos como unica forma para continuar con su medio
de vida y trajeron consigo sus variedades de uva, maquinaria y métodos, entre los que
destacaban la disposicion de las cepas, el control de la fermentacion o el sulfitado.
Algunas de las plantaciones de Cabernet-Sauvignon y Merlot existentes en la actualidad
en La Rioja y Ribera del Duero proceden de este tiempo. Sin embargo, a finales del
siglo la plaga terminé afectando a la peninsula. Afortunadamente, en aquel momento ya
se conocia la solucion para acabar con ella: injertar sobre patrén americano, mas
resistente a la plaga, con lo que la recuperacion de las vifias y su produccion resultd

menos traumatica que en otros paises europeos.

Ya en el siglo XX, la industria vinicola tuvo que enfrentarse a dos nuevos
desastres. La Guerra Civil condené a la vifia al abandono y cuando el enfrentamiento
acabo, la II Guerra Mundial supuso la paralizacion del mercado europeo del vino.
Ambos sucesos supusieron un nuevo y duro golpe para el sector, que sélo a partir de los
afios cincuenta empezd a recuperar la normalidad. Desde entonces, las
reestructuraciones de vifiedos y la renovacién y modernizacion de los procedimientos de
elaboracioén y bodegas han caracterizado la actuacion de los viticultores y vinicultores
espafioles, hasta situar a los vinos de Espafa en igualdad de condiciones competitivas

que los foraneos, tanto en el mercado nacional como mundial.

3. IMPORTANCIA ECONOMICA

La Unién Europea lidera el sector vitivinicola a nivel mundial, abarcando el 47%
de la superficie viticola y el 60% de la produccion de vino. Los principales productores
a nivel mundial son Francia, Italia, Espafa, Estados Unidos, Argentina y Australia,
abarcando entre los tres primeros mas del 50% de la produccion mundial. Mientras que
el sector vitivinicola en Francia e Italia ha sufrido un retroceso en los ultimos 10 afios,
el sector espafiol ha experimentado un fuerte empuje. Por otro lado hay que sefialar que

se ha ido produciendo una disminucion en el consumo de vino a nivel mundial.



Introduccién General

La Union Europea es el primer exportador mundial, con el 70% de las
exportaciones, asi como el primer importador con aproximadamente el 30% de las
importaciones. Italia, Francia y Espafia acaparan el 53,8% de las exportaciones
mundiales, a pesar de que en los ultimos afios empiezan a ser alcanzadas por los
productores de los denominados paises del “Nuevo Mundo” (EE.UU., Argentina,

Australia, Sudafrica y Chile).

El sector vitivinicola espafiol es de gran importancia tanto por el valor
econdmico que genera, como por la extension que ocupa, el papel que desempena en la
conservacion medioambiental asi como la buena imagen que aporta de Espafia a nivel

internacional.

Espafia, con cerca de 1,2 millones de hectareas destinadas al cultivo de la uva
(de la que el 97,4 % se destina a vinificacion, el 2% a uva de mesa, el 0,3 % a la
elaboracion de pasas y el 0,3 % restante a viveros), es el pais con mayor extension de
vifiedo de la Unién Europea y del mundo (un tercio de la superficie total de la UE,
seguida por Francia e Italia con aproximadamente un 25% cada una). La vid ocupa el
tercer lugar en extension de los cultivos espafioles, detras de los cereales y el olivar. De
acuerdo con los datos recogidos por la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino
(O.1.V), el descenso en las superficies destinadas al cultivo de uva de vinificacion que
experimenta la Union Europea queda compensado con el crecimiento experimentado en
otras regiones fuera de la Union, por lo que la superficie a nivel mundial se mantiene

practicamente estable, pasando de 7.930.000 hectareas en 2005 a 7.924.000 en 2006.

La facturacion total de los 70 primeros grupos vitivinicolas espafioles supera los
3.000 millones de euros, con un incremento interanual de un 3,8 %. Espafia export6 en
2006 1.440 millones de litros de vino, por valor de 1.642 millones de euros. En términos
absolutos se han facturado 61,5 millones de euros mas que el afio anterior, a pesar de la
caida en volumen, como consecuencia del buen comportamiento de las exportaciones de
los vinos de calidad (con y sin denominacion de origen). Los vinos de denominacion de
origen envasados, han experimentado un aumento de un 8,5 %, hasta alcanzar los 798
millones de euros que equivalen al 49 % de la facturacion total. También evolucionan
positivamente las exportaciones de los vinos de mesa envasados, que crecen un 3,4 %

hasta los 177 millones de euros.
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4. EL SECTOR VITIVINICOLA EN CASTILLA Y LEON

El sector vitivinicola de Castilla y Ledn es uno de los grandes motores de la
economia de la region a nivel agricola. Castilla y Leon cuenta con 9 denominaciones de
origen: Arlanza, Arribes, Bierzo, Cigales, Ribera del Duero, Rueda, Tierra de Ledn,
Tierra del Vino de Zamora y Toro (Figura 1). La superficie de vifiedo abarca alrededor
de 68250 ha. con una produccion que ronda los 193 millones de kg de uva
(considerando la produccion acogida a denominacion de origen) de la que se obtuvieron
2412446 hectolitros de vino incluyendo tanto vino de mesa como V.C.P.R.D (Vinos de

Calidad Producidos en Regiones Determinadas) segun datos publicados en el Anuario

~

Estadistico de Castilla y Leon (afio 2006).

/ Tierra de Lean Cigales

Bierzo

Arlanza

Rihera del Duero

Tierra del Vino
de Zamora

Toro

\Fioura 1. Localizacion de las 9 denominaciones de oriaen de Castilla v Ledn. /

4.1. Denominacion de Origen Arlanza

La denominacién fue reconocida en abril de 2007
(AYG/781/2007 BOCyL 27/04/2007). Estd compuesta por 67
nucleos de poblacion, de los cuales 54 pertenecen a la provincia

de Burgos, y 13 a la de Palencia. Hasta diciembre de 2006 el

N e i consejo contaba con 65 ha y doce bodegas inscritas en el

DEL ARLANZA

registro.

La Ribera del Arlanza se sittia en la zona centro de la provincia de Burgos, a unos 40
kilémetros de la capital hacia el sur. Situada en el valle medio y bajo del rio Arlanza y
de sus afluentes, hasta su confluencia con el Pisuerga al sur-este de Palencia. La zona se
encuentra enclavada entre la Sierra de Covarrubias, al este, hasta los Paramos del

Cerrato, al oeste.
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Las variedades autorizadas por el reglamento del consejo regulador son las siguientes:
Tintas: -Variedad principal: Tinta del Pais (Tempranillo).

-Variedades autorizadas: Garnacha, Mencia, Cabernet Sauvignon, Merlot
y Petit Verdot.

Blancas: -Variedades autorizadas: Albillo y Viura.

4.2.  Denominacion de Origen Arribes.

o WEGUTDG; Fue creada mediante la orden AYG/1264/2007 (BOCyL n° 146,

i é"’f "

O ’)
oy s,

27 de julio del 2007). La denominacién de origen incluye a

veinte pueblos salmantinos de las comarcas de Vitigudino y

o
~ ~
Maop0 aq 1O

Ciudad Rodrigo y 25 del suroeste de Zamora, con una
[\ r 1beg extension de 140 kilémetros marcada por la ribera del rio

Duero.

La superficie cultivada de vifiedo inscrita en la asociacion de calidad es de 721 ha,
aunque hay cerca de 3.500 ha que atn no se han incorporado a la misma; cuenta con
634 viticultores, repartidos en doce bodegas elaboradoras de las que nueve son
embotelladoras.
Las variedades autorizadas por el reglamento del consejo regulador son las siguientes:
Tintas: -Variedades principales: Juan Garcia (autoctona) Rufete y Tempranillo.
-Variedades autorizadas: Mencia y Garnacha.
Blancas: -Variedad principal: Malvasia.
-Variedades autorizadas: Verdejo y Albillo.
4.3. Denominacién de Origen Bierzo

Fue reconocida como Denominacion de Origen el 11 de
,/D-‘ noviembre de 1989. Se encuentra situada al Noroeste de la
\9 Ce . 2
o8 Provincia de Ledn, abarcando 2.954,28 km~. Posee una
" L

E ey superficie de vifiedo inscrita de 4.274 ha y alrededor de 4.500

viticultores registrados. En la actualidad existen 48 bodegas

inscritas en el registro del consejo regulador.
Las variedades autorizadas por el reglamento del consejo regulador son las siguientes:
Tintas: -Variedad principal: Mencia
-Variedades autorizadas: Garnacha Tintorera
Blancas: -Variedades principales: Dofia Blanca y Godello

-Variedades autorizadas: Malvasia y Palomino.
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4.4. Denominacién de Origen Cigales

Reconocida como Denominacién de Origen el 9 de marzo de
1991, se haya enclavada en el sector norte de la depresion del
Duero extendiéndose desde el término municipal de Valladolid

hasta el palentino de Duefias a ambos margenes del rio

Pisuerga. Posee una superficie de vifiedo inscrita de 2.650 ha. y

37 bodegas repartidas entre los distintos municipios .
Las variedades autorizadas por el reglamento del consejo regulador son las siguientes:
Tintas: -Variedad principal: Tinta del Pais (Tempranillo)
-Variedades autorizadas: Garnacha Tinta, Garnacha Roja
Blancas: -Variedades autorizadas: Verdejo, Albillo, Viura

4.5.  Denominacién de Origen Ribera del Duero

Su reglamento fue aprobado el 1 de diciembre de 1992. Las
tierras que se agrupan bajo la Denominacion de Origen Ribera

del Duero se sitian en la confluencia de cuatro provincias

integradas en la Comunidad Autéonoma de Castilla y Leon:

Burgos, Segovia, Soria y Valladolid.

El rio Duero es el eje que une a mas de 100 pueblos extendidos a lo largo de una franja
viticola de unos 115 km de longitud y 35 de anchura con 20.502 ha de vifiedo y mas de
200 bodegas registradas.
Las variedades autorizadas por el reglamento del consejo regulador son las siguientes:

Tintas: -Variedad principal: Tempranillo

-Variedades autorizadas: Cabernet Sauvignon, Malbec, Merlot, Garnacha

Tinta

Blancas: -Variedad autorizada: Albillo

4.6. Denominacién de Origen Rueda

La Denominacion de Origen Rueda fue reconocida el dia 12 de
enero de 1980, siendo la primera Denominacion de Origen
reconocida en Castilla y Leon. La zona de produccidon esta

integrada por 72 municipios, de los cuales 53 se sitian al sur de

la provincia de Valladolid, 17 al oeste de Segovia y dos al norte

de Avila.

La Superficie de variedades blancas inscrita en la D.O. Rueda en enero de 2007 fue de

6.517,25 ha y cuenta con 48 bodegas acogidas a la denominacion.
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Las variedades autorizadas por el reglamento del consejo regulador son las siguientes:
Tintas: -Variedad principal: Tempranillo
-Variedades autorizadas: Cabernet Sauvignon, Merlot y Garnacha.
Blancas: -Variedad principal: Verdejo
-Variedades autorizadas: Viura, Sauvignon Blanc y Palomino.

4.7.  Denominacion de Origen Tierra de Ledn

Obtuvo el reconocimiento de Denominacion de Origen el 27 de

% | Julio de 2007. La mayoria de los municipios que abarca
Bp ﬁ pertenecen a la provincia de Ledn, a los que hay que afnadir 19
-

TIegpa OV municipios del norte de la provincia de Valladolid.

Hasta el momento no existen datos de hectareas registradas aunque cuenta con mas de
30 bodegas asociadas.
Las variedades autorizadas por el reglamento del consejo regulador son las siguientes:
Tintas: -Variedades principales: Prieto Picudo y Mencia
-Variedades autorizadas: Tempranillo y Garnacha.
Blancas: -Variedad principal: Malvasia y Palomino.
-Variedades autorizadas: Verdejo Albarin blanco y Godello.
4.8. Denominacion de Origen Tierra del Vino de Zamora
Fue creada mediante la orden AYG/782/2007 (BOCyL n° 81,
? 4’{; 27 de abril de 2007). La Comarca de "Tierra del Vino de

<%RA DEL V/
>

Zamora" se encuentra enclavada en ambas margenes del rio

Duero a su paso por la provincia de Zamora, y recorrida de

-ZAMORA- norte a sur por la Via de la Plata.

Situada dentro del gran corredor del Duero, rio viticola espafiol por excelencia,
comprende una superficie de aproximadamente 1.800 Km? distribuidos entre un total de
61 localidades, de las cuales 51 pertenecen a la provincia de Zamora y 10 se encuentran
en tierras de Salamanca. La superficie de vifiedo inscrita en el Consejo Regulador
alcanza las 790 ha.
Las variedades autorizadas por el reglamento del consejo regulador son las siguientes:

Tintas: -Variedades principales: Tempranillo

-Variedades autorizadas: Garnacha y Cabernet Sauvignon.
Blancas: -Variedad principal: Malvasia, Moscatel de grano menudo y Verdejo.

-Variedades autorizadas: Albillo, Palomino y Godello.
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4.9. Denominacién de Origen Toro.

Fue reconocida como Denominacion de Origen el 25 de mayo
de 1987. La zona de produccion de los vinos amparados por
. la D.O. Toro se encuentra situada al sudeste de la provincia

de Zamora, y comprende parte de las comarcas naturales de

Tierra del Vino, Valle del Guarefia y Tierra de Toro, y linda

con los paramos de Tierra del Pan y Tierra de Campos.
La superficie de vifiedo registrada en el Consejo Regulador es de 5.500 ha que
pertenecen a 1.200 viticultores inscritos. Comprende 12 municipios de la provincia de
Zamoray 5 de Valladolid.
Las variedades autorizadas por el reglamento del consejo regulador son las siguientes:
Tintas: -Variedad principal: Tinta de Toro
-Variedades autorizadas: Garnacha.

Blancas: -Variedades autorizadas: Malvasia y Verdejo.

5. PRINCIPALES PLAGAS Y ENFERMEDADES DEL VINEDO

El desarrollo de la vid, como el resto de los cultivos, se ve influenciado por
distintos factores: condiciones climatologicas (temperatura, humedad), caracteristicas
del suelo, caracteristicas de la propia planta (variedad, patrén) o labores agrondomicas
(tipo de poda, fertilizacion, riego) entre otros. El conjunto de estos factores condiciona
el ataque de los diversos parasitos, y en funcion de ellos se debe establecer la estrategia
de proteccion. A continuacion se enumeran las principales enfermedades de la vid segiin
el parasito que las origina (Los parasitos de la vid: estrategias de proteccion razonada,
1998).

5.1. Enfermedades producidas por insectos.

La vid se ve atacada por numerosas especies de insectos incluidas en los drdenes
Lepidopteros, Homopteros, Heteropteros, Tisanopteros, Coledpteros, Dipteros,
Himenopteros e Isopteros. Dentro de los Lepidopteros destacan la Polilla del Racimo
(Lobesia botrana) cuyas larvas destruyen los botones florales pudiendo ocasionar la
pérdida de la cosecha y Sparganothis pilleriana conocido como Piral cuyos sintomas
mas notables se ponen de manifiesto en las hojas que aparecen roidas, agujereadas y
pegadas por medio de sedas. Dentro del orden Homopteros podemos destacar la
Filoxera (Dactylosphaera vitifolii) que ocasiond la peor plaga que ha padecido el

vifledo espafiol cuando entre 1890 y 1910 obligd a la reestructuracion casi total de

10
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nuestra viticultura al producir la muerte de gran parte de cepas francas que hizo
necesario sustituirlas por viniferas injertadas sobre pies mas tolerantes como las plantas
americanas. El principal dafio lo causa en las raices de las vides europeas absorviendo la
savia e impidiendo que ésta llegue a la parte aérea, al mismo tiempo que facilita la
putrefaccion de las raicillas. Dentro del orden Coledpteros cabe destacar el Tornillo de
las cepas (Xylotrechus arvicola) que perforan la madera formando galerias que
interrumpen el paso de la savia debilitando la cepa.

5.2.  Enfermedades producidas por acaros.

Las principales patologias de la vid producidas por acaros son la arafia amarilla
comun (Tetranychus urticae), arafia roja (Panonychus ulmi), arafia amarilla
(Eotetranychus carpini), &caro de la rofia (Brevipalpus lewisi), acariosis
(Calepitrimerus vitis) y erinosis (Eriophyes vitis). Se caracterizan por afectar a los
organos verdes de la planta, principalmente a las hojas provocando manchas necroticas
que disminuyen la capacidad fotosintética de la planta. La erinosis ademas puede
manifestarse por la presencia de agallas ligeramente salientes en el haz de las hojas que
se corresponden con depresiones en el envés tapizadas por abundante pilosidad. Las
agallas son debidas a que los 4caros inyectan sustancias que provocan la hipertrofia de
los pelos del envés.

5.3.  Enfermedades producidas por bacterias y levaduras.

Entre las principales enfermedades de la vid ocasionadas por bacterias y
levaduras podemos destacar: la Necrosis bacteriana (Xylophilus ampelinus) que afecta
a yemas, sarmientos, hojas y racimos pudiendo ocasionar la muerte de la planta en
pocos afios, al ir dejando de brotar los distintos pulgares segiin avanza la enfermedad;
los Tumores de la vid (Agrobacterium spp.) que provoca tumores en tronco, raiz y
sarmientos aunque es una enfermedad de escasa importancia en Espafa; la Enfermedad
de Pierce causada por Xylella fastidiosa, que a pesar de ser una enfermedad muy
importante en EE.UU. atn no ha sido detectada en Europa; y la Podredumbre &cida
del racimo ocasionada por las levaduras Kloeckera apiculata, Candida stellata y Pichia
membranaefaciens principalmente y como bacteria acética mas frecuente
Gluconobacter spp. que provocan la descomposicion de las bayas afectadas.

5.4. Enfermedades producidas por virus y fitoplasmas.

Por virosis se entiende tanto las enfermedades producidas por virus, como otras

enfermedades cuya causa son otros agentes patdogenos tales como fitoplasmas,

rickettsias, viroides, etc. Asi como aquellas afecciones cuya causa es desconocida pero
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que son transmisibles mediante injerto. La mayor dificultad en la erradicacion de estos
patégenos estriba en la imposibilidad de combatirlos mediante tratamientos
fitosanitarios convencionales, por lo que su control se basa en la eliminacién de las
cepas afectadas y la lucha contra los vectores de transmision. Las virosis de mayor
incidencia en Espafia son: el Entrenudo corto infeccioso, causado por un nepovirus
caracterizdndose por entrenudos cortos, con nudos dobles y aplastamiento de la madera,
en hojas el seno peciolar estd mas abierto, las denticiones son mdas acusadas y se
produce amarilleamiento nerviacional; el Enrollado, causado por un closterovirus, se
caracteriza principalmente por el enrollamiento de las hojas segln tres ejes, pudiendo
llegar a secarse; el Jaspeado, causado por un virus isométrico, se manifiesta
principalmente en las hojas que presentan una decoloracion de los nervios y un
clareamiento en las zonas adyacentes detectable al trasluz; y la Madera rizada,
ocasionada por un vitivirus, que produce acanaladuras y pocillos bajo la corteza
pudiendo apreciarse una acusada diferencia de didmetro entre el patrén y el injerto.
5.5. Enfermedades producidas por hongos.

A parte de las enfermedades de la madera objeto de este trabajo y que seran
tratadas en el punto 6 de esta introduccion general, existen enfermedades causadas por
hongos que afectan a otras zonas de la vid como hojas y frutos. Entre las mas
importantes podemos destacar:

-Mildiu producida por Plasmopara viticola (Berl. y de Toni), se caracteriza por
“manchas de aceite” en el haz de la hoja que se corresponden con una pelusilla
blanquecina en el envés; en racimo se caracteriza por oscurecimiento y curvatura con
posterior recubrimiento de pelusilla blanquecina si existe humedad. Los factores
climaticos tienen una influencia determinante sobre el desarrollo del hongo.

-Oidio producida por Uncinula necator (Burr.) puede atacar a todos los 6rganos verdes
de la planta. En hoja se caracteriza por un polvillo blanco ceniciento debajo del cual se
pueden apreciar puntitos necrosados. En racimos al principio los granitos aparecen con
un tinte plomizo que con el tiempo se recubre con polvillo ceniciento bajo el que
pueden apreciarse puntitos pardos sobre el hollejo.

-Podredumbre gris producida por Botrytis cinerea (Pers.) puede atacar a todos los
organos verdes de la cepa aunque principalmente afecta a racimos, caracterizindose por
manchas achocolatadas en el raspén y moho de color grisdceo sobre los granos.

Los medios de proteccion existentes incluyen métodos culturales, biologicos y

quimicos.
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6. ENFERMEDADES FUNGICAS DE LA MADERA DE LA VID.

Los “decaimientos de la vid” engloban varias enfermedades producidas por
hongos que afectan a la madera de la vid provocando en ella diferentes sintomatologias
que desencadenan una pérdida de vigor de la planta que provocara la consecuente
pérdida de produccion, llegando en algunos casos incluso a provocar su muerte. Uno de
los principales problemas al que nos enfrentamos a la hora de realizar el seguimiento de
las enfermedades de la madera en campo es la erraticidad en la aparicion de los
sintomas. Las plantas infectadas pueden desarrollar los sintomas o no, en funciéon de
varios factores, entre ellos las condiciones climaticas, principalmente humedad y
temperatura.

6.1. Enfermedad de Petri (Petri disease, black goo).

Descrita por el investigador italiano Lionello Petri en 1912, afecta
principalmente a cepas jovenes y causa importantes pérdidas econdmicas en las nuevas
plantaciones (Bertelli y col., 1998). Los hongos descritos como agentes causales de la
enfermedad de Petri son Phaeoacremonium aleophilum y Phaeomoniella
chlamydospora. Se considera que la enfermedad de Petri puede ser precursora de la
yesca.

Se caracteriza por un crecimiento débil y lento, con brotaciones raquiticas, menor
calibre en el tronco, hojas pequefias y cloroticas y agostamiento prematuro (Figura 1A).
Se produce una reduccién de la biomasa radicular lo que provoca que las plantas
afectadas mueran tempranamente. Al efectuar cortes transversales se observan
coloraciones oscuras, generalmente en forma de anillo, en los elementos vasculares
(Figura 1B), que con el tiempo suelen emitir una exudacién gomosa de color negro que
actia de mecanismo de defensa frente a la invasion de hongos. En los cortes

longitudinales se observan vasos necrotizados adyacentes a la médula (Figura 1C).

Figura 1. Sintomatologia de la Enfermedad de Petri. A: Parcela con varias cepas jé\)enes

gue no brotaron. B: corte transversal con exudaciones gomosas en los vasos. C: corte
lonaitudinal donde se observan los vasos necrotizados.
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6.2.  Pie negro (black foot).

Fue detectada por primera vez en Francia en 1961 y afecta a plantas jovenes de
entre 2-10 (Petit y Gubler, 2005) y ha sido descrita en la mayoria de las regiones
viticolas mundiales (Halleen y col. 2006). Se asocia a distintas especies del género
Cylindrocarpon, en Espafia principalmente a C. macrodidymum y C. liriodendri (Alaniz
y col., 2007). Se caracteriza porque las plantas presentan escaso vigor, con tallos de
pequefio grosor, acortamiento de entrenudos, follaje escaso y hojas pequefias con
clorosis internerviales y necrosis (Garcia Jiménez, 2004). En la parte subterranea de la
planta suelen observarse dos niveles radiculares. En el primer nivel, las raices parecen
normales repartidas uniformemente y en general son poco profundas (Figura 2A); en el
segundo nivel, las raices suelen estar necrosadas. En cortes longitudinales pueden
observarse oscurecimiento de los vasos xilematicos (Figura 2B); en cortes transversales
se pueden observar necrosis que se desarrollan desde la periferia a la médula del
portainjerto (Halleen y col. 2004). En algunos casos la diferenciacion entre enfermedad

de Petri y Pie Negro resulta dificil, encontrandose infecciones conjuntas.

A C

7

6
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Figura 2. Cepa joven afectada
con Pie negro. A: detalle de las
raices oscurecidas y poco
profundas. B: corte longitudinal
con vasos necrotizados. C: corte
transversal con necrosis desde
la corteza hasta la médula.

3

E
E
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6.3.  Yesca o apoplejia (esca).

Es una de las enfermedades de la vid mas antiguas que se conocen, y se
considera endémica en casi todas las zonas vitivinicolas mundiales afectando
principalmente a cepas de mas de 25 afios (Surico y col., 2006). En los ultimos afios ha
experimentado un gran aumento posiblemente debido a diversas causas entre las que
podemos destacar la prohibicién del uso del arsenito sodico, nuevas técnicas de

produccion del material vegetal en los invernaderos, la introduccion de nuevas
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variedades, empleo de nuevas técnicas culturales y el cambio climéatico, particularmente
por la variacion en las precipitaciones (Surico y col., 2006).

Se caracteriza por presentar decoloraciones y necrosis internerviales de color
amarillento o pardo en las variedades de uva blanca y de un color rojizo en las tintas
(Figura 3A). Esta sintomatologia comienza afectando a las hojas basales y se va
extendiendo al resto de la planta. La produccion se reduce y los racimos pueden llegar a
pasificarse. Es mas frecuente y puede afectar a la vegetacion de uno o varios brazos de
cepas generalmente aisladas. Los sintomas aparecen después de la floracion,
principalmente durante el verano. El sindrome de apoplejia (desarrollo rapido de la
enfermedad) suele darse en climas célidos y en pleno verano, cuando a dias tormentosos
o de cielo nublado suceden otros despejados y con altas temperaturas. Las plantas,
generalmente sin ningln tipo de sintomas hasta entonces, se marchitan, la vegetacion de
la cepa toma una coloracioén verde grisdcea y acaba secandose parcial o totalmente en
unos pocos dias, comenzando por las hojas de los extremos de los sarmientos (Figura
3B). En los cortes transversales de la madera de brazos y troncos afectados aparecen
zonas necrosadas de color oscuro que posteriormente se agrandan, amarillean en el
centro y conservan un tono oscuro en el borde, luego los tejidos que se encuentran en el

centro se desorganizan y se tornan blandos y esponjosos (Figura 3C).

— i e iz .. 1
Figura 3. Sintomas caracteristicos del complejo Yesca. A: decoloraciones internerviales
en hoja. B: planta afectada de apoplejia. C: corte transversal de madera con necrosis
amarillenta y esponjosa.

- — A ~

Aun no se ha esclarecido si es un complejo de enfermedades o una misma
enfermedad que adquiere distintas sintomatologias en funciéon del hongo predominante

o la edad de la planta. En base a ello podemos hablar de Yesca joven cuando afecta a
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cepas jovenes y los hongos asociados son Phaeoacremonium aleophilum vy
Phaeomoniella chlamydospora, presentando sintomas caracteristicos en hojas y
pequenas necrosis de la madera, o Yesca propiamente dicha cuando ademés de los
sintomas mencionados aparecen pudriciones esponjosas en la madera ocasionadas por
F. mediterranea, y en algunos casos por Stereum hirsutum (Surico y col., 2006).

6.4. Enfermedades asociadas a miembros de la familia Botryosphaeriaceae

Black Dead Arm: Fue descrita por primera vez en 1974 en Hungria, en la region

de Tokaj. Un aumento de la enfermedad se ha asociado con los cambios de sistemas de
conduccion, como un cambio de vides en formas libres a vides emparradas (Lehoczky,
1996). Los sintomas aparecen a finales de Mayo en las hojas basales de la planta
(Figura 4A), las cepas se caracterizan por la existencia de necrosis superficiales de color
marron en brazos y tronco, que pueden observarse al levantar la corteza. Esta necrosis
longitudinales puede llegar hasta el punto del injerto (Figura 4B). En una seccion
transversal de la madera, el tejido afectado muestra una decoloracion caracteristica
sectorial de color negro, llegando a veces hasta la médula (Figura 4C). El patogeno se
desarrolla en los elementos vasculares, asi como en las células adyacentes. En las
grietas naturales de la corteza exterior se forman numerosos picnidios negros bien
individualmente o en grupos. Los sintomas en hojas son similares a los desarrollados en

plantas con Yesca, aunque en este caso las hojas nunca muestran decoloraciones

amarillentas (Larignon y col., 2001) (Figura 4D).

Figura 4. Sintomas de Black Dead Arm. A: Cepa con BDA. B: cepa descortezada en la que
se observa la necrosis longitudinal. C: corte transversal en el que se observa necrosis
sectorial. D: detalle de hoja con decoloraciones caracteristicas.
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Los sintomas en hojas se pueden confundir facilmente con los de Yesca lo que
ha provocado cierta controversia entre los distintos grupos que se dedican al estudio de
ambas enfermedades sobre si constituye una enfermedad en si misma, o es una variante
de Yesca en la que intervienen distintas especies de Botryosphaeriaceae, principalmente
Diplodia seriata y Diplodia mutila (Van Niekerk y col., 2006).

Diplodia Cane Dieback: se ha descrito principalmente en climas subtropicales o

semidesérticos. El agente causal es Diplodia rhodina. El secado por Diplodia destruye
los sarmientos, pulgares, brazos y madera del tronco. En su forma lenta se caracteriza
por brazos de poco vigor con hojas cloroticas mas pequenas que las sanas. En la forma
rapida, se secan las yemas, esto se observa en casos de desequilibrio hidrico (Figura
5A). En otofio, invierno y primavera los picnidios negros aparecen en la corteza de los
sarmientos enfermos y pulgares y bajo la corteza de los chancros en brazos y troncos
(Hewitt, 1996). En cortes transversales, zonas de madera grisacea se extienden desde el

exterior del tronco hacia la médula, y pueden llegar a formar necrosis sectoriales como

la Eutipiosis por lo que puede confundirse con ésta (Dubos, 2002) (Figura 5B).

Figura 5. Sintomas de Diplodia Cane Dieback. A: cepa joven con brazo no brotado. B:
Qrosis sectorial en forma de cufia. /

6.5. Eutipiosis.

En Espafia se diagnosticd por primera vez en vid en 1979 en Tierra de Barros
(Badajoz). El organismo causal es Eutypa lata, un ascomyceto de distribucion mundial
(Lecomte y col., 2000). Los inviernos y primaveras lluviosas son favorables para la
expansion de la enfermedad. Los sintomas externos se hacen evidentes en los estadios E
y F desde finales de mayo a junio. Produce pampanos débiles, con entrenudos cortos y
hojas pequeiias, deformadas y clordticas (Figura 6A). La madera atacada toma un color

marrdén mas o menos oscuro, claramente diferenciado del blanco pajizo de la sana, y se
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torna dura y quebradiza (Figura 6B). Estos sintomas se inician en una o varias heridas y
descienden en forma de cuiia, siendo visibles al exterior si se eliminan las cortezas
(Arias Giralda, 1998). Es debido a la presencia de chancros en forma de cufia por lo que
en ocasiones puede confundirse con las enfermedades producidas por especies de la
familia Botryosphaeriaceae.

Uno de los problemas que se plantea en el estudio de la Eutipiosis es el lento
desarrollo de la enfermedad, ya que pueden pasar afios desde que se produce la
infeccion hasta que se manifiestan los primeros sintomas, y ademas, los dafios aparecen
a cierta distancia de la zona de infeccion debido a la accidon de una toxina producida por

el hongo: la eutipina (Perds y Berger, 1994)

s
Figura 6. Sintomatologia caracteristica de Eutipiosis. A: brazo con brote raquitico,
mostrando un claro retraso en el crecimiento. B: necrosis en cufia.

6.6.  Excoriosis.

La excoriosis, causada por Phomopsis viticola, afecta a la mayoria de las zonas
viticolas mundiales, aunque los dafios son mayores en las zonas donde las primaveras
son lluviosas. El hongo se conserva durante el invierno en los picnidios que se
encuentran en la madera y las yemas. Cuando se producen las lluvias, se liberan las
esporas, las cuales infectan las cepas en estado de desborre (es la principal via de
propagacion del hongo). El micelio se desarrolla en la superficie de los brotes jovenes,
avanzando con el crecimiento de los mismos cualesquiera que sean las condiciones
climaticas (Pérez Marin, 2004). La excoriosis puede afectar a todos los 6rganos verdes
de la vid, siendo su sintomatologia parecida, pero los dafios que ocasiona en cada uno

de ellos son diferentes. En los sarmientos se observan manchas alargadas de color negro
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que evolucionan rapidamente para dar en verano necrosis marrones alargadas y poco
profundas. Con el tiempo, estas manchas se vuelven negras y se agrietan. Durante el
verano segun se lignifican los brotes herbaceos, las areas necrosadas que rodean a las
grietas se cuartean y su perimetro toma un color blancuzco. Estas zonas poseen
numerosos picnidios negros. A medida que se van lignificando los sarmientos se hacen

débiles y quebradizos, siendo frecuentes las roturas, especialmente en las zonas de los

estrangulamientos que produce la enfermedad (Dubos, 2002).

Figura 7. Dafios producidos por P. viticola en sarmientos verdes. A: Necrosis alargadas en
Q’ma de “tableta de chocolate”. B: detalle de sarmiento con picnidios de P. viticola. /

7. HONGOS ASOCIADOS A LOS DECAIMIENTOS DE LA VID

Se hacen responsables de estas enfermedades a una serie de hongos que se
desarrollan preferentemente en las células del xilema o cerca de ellas, obstruyendo los
vasos e impidiendo una correcta circulacion de la savia.

Existe una gran controversia a cerca de los hongos implicados en cada una de
¢éstas enfermedades. Bernadette Dubos en su libro "Maladies cryptogamiques de la
vigne" (2002) relaciona una enfermedad con los sintomas morfolégicos y uno o varios
hongos. Otros autores cuando publican los resultados de los hongos aislados de plantas
con sintomas de decaimiento de la vid no llegan a relaciones tan claras entre sintomas y
hongos asociados (Armengol y col. 2001, Santiago y col.,, 2004). Como ejemplo
podemos senalar que a partir de brazos con sintomas de Eutipiosis también se han
aislado Phaeoacremonium aleophilum, Botryosphaeria spp., Phomopsis viticola,
Phaeomoniella chlamydospora y otros hongos. Es posible que varios hongos produzcan
en la planta los mismos trastornos como la obstruccion de los vasos, y que en las plantas

debilitadas no puedan defenderse ante la invasion de nuevos patdogenos.
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De las investigaciones realizadas en distintos paises se desprende que los hongos
generalmente aceptados como asociados a los decaimientos de la vid son
Phaeomoniella chlamydospora, Phomopsis viticola, Stereum hirsutum, Fomitiporia
mediterranea y Neofusicoccum parvum en cuanto a especies se refiere y los géneros
Diplodia spp., Dothiorella spp., Botryosphaeria spp., Cylindrocarpon spp.,
Phaeoacremonium spp. y Eutypa spp.

7.1 Phaeoacremonium spp.

El género Phaeoacremonium (Crous y col., 1996) pertenece a los Ascomycota;
Pezizomycotina; Sordariomycetes; Sordariomycetes incertac sedis; Calosphaeriales;
Calosphaeriaceae; mitosporic Calosphaeriaceae. En un principio Dubos y Larignon
(1988) a partir de cepas con sintomas de yesca aislaron S. hirsutum y F. mediterranea
junto con un conjunto de hongos que denominaron Cephalosporium-like especies.
Posteriormente estudios moleculares demostraron que los hongos aislados, que en un
principio habian sido incluidos en el género Cephalosporium, formaban un grupo lo
suficientemente diferenciado como para constituir un nuevo género que denominaron
Phaeoacremonium y que incluia seis especies patogenas de vid: P. aleophilum, P.
angustius, P. chlamydosporum, P. inflatipes, P. parasiticum y P. rubrigenum. Estudios
recientes describen una nueva especie P. viticola (Dupont y col., 2000).

La principal especie descrita como patogena de vid en Castilla y Leén es P.
aleophilum (W. Gams, Crous, M.J Wingfy L. Mugnai.). Posee un micelio de color gris
ocre aceitunado, aunque adopta distintas morfologias y tonalidades. En general este
hongo tifie de amarillo ocre el medio de cultivo PDA (Figura 8A). Se caracteriza por
presentar conidioforos simples o ramificados, a veces pigmentados como lo suelen estar
las células basales. Su teleomorfo es Togninia minima (Tul. & C. Tul.) Berl. Las
esporas asexuales se producen en cabezas mucosas y tiene una forma mas o menos
cilindrica de 3,5-6,0 um de longitud y 1,5-2,5 um de anchura, sus hifas forman

agrupaciones en haces (Figura 8B).

Figura 8. Caracteristicas morfoldgicas de P. aleophilum. A: Cultivos de en PDA tras 1 mes

de crecimiento a 25°C. B: Microfotografia de esporas y micelio con hifas formando haces
(100X).
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Su transmision se realiza por madera infectada y suelo, habiéndose comprobado
que también tiene una diseminacion aérea, aunque al producirse ésta en el periodo
vegetativo y no durante el invierno que es cuando hay heridas de poda, desde un punto
de vista practico este tipo de diseminacion aérea parece no tener gran importancia.

7.2 Phaeomoniella chlamydospora (Crous y Gams)

Aislado por vez primera en 1959, de vides con sintomas de Yesca, Chiarappa le
clasifico como Cephalosporium. Phaeomoniella chlamydospora pertenece a los
Ascomycota; mitosporic Ascomycota y fue descrito por Crous y Gams (2000). Hasta
ese momento formaba parte del género Phaeoacremonium considerandosele como
Phaeoacremonium chlamydosporum. Trabajos basados en las secuencias de la region
ITS, asi como en caracteristicas morfoldgicas llevaron a Crous y Gams (2000) a
considerar que las diferencias existentes entre este hongo y los miembros del género
Phaeoacremonium eran suficientes como para considerarlo un nuevo género.

No se conoce su teleomorfo. Como reproduccion asexual presenta conidios algo
elipsoides de 3-4 um de longitud y 1-1,5 pm de anchura, producidos en conidiéforos
libres. En cultivos de mas de un mes en las hifas se diferencian células que se recubren
de una pared gruesa formando las clamidosporas caracteristicas de la especie. El micelio
es de un color verde mas o menos claro con un borde blanco. Al igual que P.
aleophilum se transmite por madera infectada y suelo, aunque, a diferencia de aquél, su

diseminacion aérea se produce durante todo el afio, por lo que puede penetrar por las

heridas de la poda, entre otras vias.

Figura 9. Caracteristicas morfolégicas
de P. chlamydospora. A:
Caracteristicas de cultivo en PDA de
tres aislados de P. chlamydospora tras
mes y medio de crecimiento. B:
Microfotografias (400X) donde se
observan las clamidosporas
caracteristicas asi como células
conidiégenas y conidios.
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7.3 Cylindrocarpon spp.

El género Cylindrocarpon pertenece a los Ascomycota; Pezizomycotina;
Sordariomycetes; Hypocreomycetidae; Hypocreales; Nectriaceae; Neonectria.
Tradicionalmente dos han sido las especies asociadas al Pie Negro de la vid:
Cylindrocarpon destructans (Zinssmeister) Scholten y Cylindrocarpon obtusisporium
(Cooke y Harlness) Wollenweb. C. destructans (telemorfo Neonectria radicicola) fue
descrito por primera vez en Francia en 1961, como hongo asociado a la enfermedad del
Pie Negro de la vid y posteriormente identificado en Italia, Portugal, Argentina,
Alemania, Nueva Zelanda, Sur Africa y Brasil. Cylindrocarpon obtusisporium
(teleomorfo Neonectria tawa) fue descrito como causante de esta enfermedad en Sicilia
y California.

En 2004, Halleen y colaboradores, describieron una nueva especie C.
macrodidymum (Halleen, Schroers y Crous). Estudios taxondmicos revelaron que habia
una escasa variabilidad genética entre los aislados identificados como C.
macrodidymum, mientras que existia una gran variabilidad entre los aislados
identificados como C. destructans, indicando que C. destructans representaba a un
conjunto formado por varias especies. Los aislados de C. destructans habian sido
obtenidos de varios huéspedes herbaceos y lefiosos. Estudios posteriores pusieron de
manifiesto la existencia de un subgrupo de aislados procedentes de vid, cuya secuencia
era idéntica a C. liriodendri por lo que los aislados inicialmente descritos como C.
destructans que habian sido aislados de vid se reclasificaron con el nombre C.
liriodendri (telemorfo Neonectria liriodendri), y Neonectria liriodendri pasé a
considerarse el principal agente causal de la enfermedad del Pie Negro de la vid
(Halleen y col., 2006). Investigaciones recientes llevadas a cabo por Alaniz y
colaboradores (2007) han revelado que las especies de Cylindrocarpon implicadas en el
pie Negro en Espafia son C. macrodidymum (N. macrodidyma) y C. liriodendri (N.
liriodendri).

N. macrodidyma (Halleen, Schroers & Crous) presenta peritecios in Vitro (no se
conocen en la naturaleza) solitarios o en grupos. Las ascas son estrechas en la base,
cilindricas en el extremo y contienen 8 ascosporas elipsoides. Cada ascospora esté
formada por dos células idénticas. Los conidiéforos presentan micro y macroconidios.
Los macroconidios son predominantes, son cilindricos y pueden presentar de 1-3 (-4)
septos, Los macroconidios de 1,2 y 3 septos poseen similar tamafo, macroconidias con

3 septos: (26-)34-36-38(-45) x (4-)5,5-6-6,5(-8) um (n=116). Los microconidios son
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subcilindricos u ovoides y no suelen estar septados (5,5-)8-9,5-10,5(-12,5) x (3,5-)4(-
4,5) um (n=43) (Halleen y col., 2004).

N. liriodendri (Halleen, Rego & Crous) presenta peritecios in vitro (no se
conocen en la naturaleza) solitarios o en grupos de hasta 6 que se desarrollan
directamente sobre la superficie del agar. Las ascas son estrechas en la base, cilindricas
en el extremo y contienen 8§ ascosporas septadas. Los conidiéforos presentan micro y
macroconidios. Los macroconidios son predominantes, son cilindricos y pueden
presentar de 1-3 septos, (24-)35-40(-55) x (4,5-)5,5-6(-6,5) um (n=116). Los

microconidios son subcilindricos u ovoides y no suelen estar septados 3-5 x 3-4.

(Halleen y col., 2006).
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Figura 10. Caracteristicas
morfolégicas de C. macrodidymum y
C. liriodendri. A: aspecto de C.
liriodendri en PDA tras 15 dias de
incubacion a 25°C. B: microfotografia
de esporas de C. liriodendri (400X). C:
detalle de célula conidiégena de C.
liriodendri. D: aspecto de C.
macrodidymum en PDA tras 15 dias
de incubacion a 25°C. E:
microfotografia de esporas de C.
macrodidvmum (400X). Escala 10 um.
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7.4 Familia Botryosphaeriaceae

El género Botryosphaeria pertenece a los Ascomycota; Pezizomycotina;
Dothideomycetes et Chaetothyriomycetes incertae sedis; Botryosphaeriaceae;
mitosporic Botryosphaeriaceae. Fue introducido en 1863 por Cesati y De Novaris, y
revisado por Saccardo (1877) tomando como especie representativa del género a
Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces. & De Not. Este género abarca una gran cantidad
de especies con una distribucion cosmopolita (Denman y col., 2000), y son causantes de
decaimientos en numerosos huéspedes lefiosos (Von Arx, 1987). Theissen y Sydow

(1915) incluyeron Botryospheria en la sub-familia Botryosphaeriaceae, dentro de la
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familia Pseudosphaeriaceae. La familia Pseudosphaeriaceae fue incluida en el orden
Myriangiales (Theissen, 1916), aunque el mismo grupo en 1917 concluyé que poseia
caracteristicas similares a la familia Dothideales (Luttrell, 1951), por lo que finalmente
fue incluida en el orden Dothideales.

Miller (1928) dividio el orden Dothideales en tres ordenes: Sphaeriales,
Dothideales y Pseudosphaeriales y asignd el género Botryosphaeria al orden
Pseudosphaeriales. Varios autores desarrollaron distintos estudios taxondémicos para
dilucidar si Botryosphaeria deberia mantenerse en el orden Pseudosphaeriales,
posteriormente llamado Pleosporales (Luttrell, 1955; Erikson, 1981 y Barr, 1987)
mientras que otros autores (Von Arx y Miiller, 1975 y Von Arx, 1987) incluyeron
Botryosphaeria en el orden Dothideales.

Estudios taxondmicos basados en la comparacion de la secuencia ITS (Internal
Transcribed Spacer) revelaron que podian diferenciarse dos grupos, especies con
anamorfo tipo Diplodia y especies con anamorfo tipo Fusicoccum (Jacobs y Rehner,
1998; Denman Y col., 2000). Recientemente (Phillips y col., 2005) han introducido un
nuevo grupo que alberga las especies que poseen anamorfo del tipo Dothiorella.
Recientemente Crous y col. (2006) y Phillips y col. (2007) han realizado una revision
completa del género obteniendo hasta 12 grupos distintos. Las especies descritas como
patdgenas de vid aisladas en Castilla y Leon pertenecen a los siguientes géneros:

* Género Diplodia (con anamorfos distribuidos en varios géneros):

- Diplodia seriata De Not (antes Botryosphaeria obtusa). Las ascas son de
tonalidad oscura pero con el estrato interior hialino, sumergidas, uniloculadas, y con una
pared fina presentando textura angularis. Las ascosporas tienen un tamafio de 26-34 x
7-12 pum, hialinas y aseptadas. No presenta conidi6foros. Los picnidios son uniloculares,
inmersos y presentan un unico ostiolo central (Figura 11E). Las conidias tienen un
tamafo 25-27 x 10-12 um, de tonalidad marrén, aseptadas, de superficie rugosa,
redondeadas pero con la base truncada. Esta especie adquiere una tonalidad marron-
grisacea cuando es cultivada sobre medio de cultivo MEA, presentando un micelio
aéreo muy denso (Figura 11A). Este hongo puede encontrarse sobre la madera muerta o
en descomposicion, en un amplio nimero de huéspedes.

- Diplodia mutila (Fr.) Mont. (antes Botryosphaeria stevensii). Las ascas son de
tonalidad oscura con el estrato interior hialino, sumergidas, uniloculadas, y con pared
fina presentando textura angularis. Las ascosporas tienen un tamafio de 28-35 x 10-12,5

um, hialinas y aseptadas pero con la edad llegan a tornarse marrones y alguna de ellas
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puede presentar septacion. No presenta conididforos. Los picnidios presentan un tamaiio
comprendido entre los 130-195 pm de diametro. Se desarrollan individualmente o en
grupos en el tejido cortical muerto. Tienen aspecto globoso, tonalidad negra, son
uniloculares, inmersos y con textura angular. También presentan un ostiolo central. Las
conidias tienen un tamafio de 23,5-27 x 12-14 um, son unicelulares, aseptadas,
cilindricas y sin rugosidad en la superficie. Es la especie que mas se encuentra dentro
del género Botryosphaeria, presentandose sobre la madera muerta de muchos cultivos,
sobre todo en arboles frutales y vid. Esta especie ha sido asociada a la enfermedad de la
necrosis del lefio o “Black Dead Arm” en los vifiedos de Hungria (Lehozky, 1974).

* Género Botryosphaeria (con anamorfo Fusicoccum):

- Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces & De Not. Las ascas tienen un tamano
de 102-156 x 17-24 pm, cilindricas, cada una tiene ocho ascosporas y una membrana
gruesa formada por dos capas. Las ascosporas tienen un tamafio de 18-25,5 x 7.5-12
um, hialinas, aseptadas, unicelulares y ovoides o elipticas sin rugosidad en la cara
exterior. Presentan un aspecto oval. Los picnidios son esféricos con un didmetro de 153-
197 um, tienen un color negruzco desarrollando el ostiolo interiormente. Las conidias
tienen un tamafio de 21-28,5 x 4-4,5 um, hialinas, aseptadas, fusiformes, elipticas con el
apéndice estrecho y la base truncada. En medio de cultivo PDA, el cultivo inicialmente
toma una tonalidad clara blanquecina con abundante micelio aéreo, volviéndose gris
oscuro. Con la edad el color del cultivo se va tornando negro en la periferia de la placa.

* Género Dothidottia (con anamorfo Dothiorella):

- Dothiorella iberica A.J.L. Phillips, J. Luque & A. Alves (antes Botryosphaeria
iberica). Las ascas tienen un tamafio de 100-125 x 18-25 um, son cilindricas, y
bitunicadas. Las ascosporas 18-29 x 8,5-12,5 um, fusiformes y tabicadas. Los
conidi6éforos son globosos de 450 um de diametro. Las células conididogenas son
hialinas y subcilindricas, 8-15 x 3-5 um. Las conidias tienen un tamafio de 23-26 x 9-
12,5 pm, uniseptados ovoides y oscuros (Phillips y col., 2005)

- Dothiorella sarmentorum (Fr.) A.J.L. Phillips, A. Alves & J. Luque (antes
Diplodia sarmentorum). Las ascas tienen un tamafio de 140-210 x 17-24 um, cilindricas
y bitunicadas. Las ascosporas son irregulares, uniseptadas de 21-30 x 10-14 pum. Los
conididéforos son globosos de 450 um de didmetro. Las conidias son uniseptadas,
ovoides marrones de 17,5-24,5 x 8-11,5 um (Phillips y col., 2005) (Figura 111I).

- Dothiorella viticola A.J.L. Phillips & J. Luque (antes Botryosphaeria viticola).

Las ascas son bitunicadas y clavadas, tienen un tamafio de 100-110 x 25-30 um. Las
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ascosporas fusiformes y clavadas de 19-27 x 8,4-14,5 um. Los conidioforos tienen un
diametro de 200-360 um. Las conidias son uniseptadas, ovoides, oscuras de 16-26 x 7-
12 pm (Luque y col., 2005).

* Género Neofusicoccum (teleomorfo Botryosphaeria-like):

- Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L.
Phillips (antes Botryosphaeria parva). Las ascas tienen un tamano 75-145 x 17-20 um
de tamafio y cilindricas. Las ascosporas 18-27 x 8-11 um, hialinas y aseptadas. Los
conidi6foros y las células conididgenas emergen del interior de las paredes del ostiolo.
Los picnidios no se distinguen de la especie Botryosphaeria dothidea. Las conidias
tienen un tamafo de 15-20 x 4,5-6 um, hialinas, unicelulares y con forma elipsoidal. Sus
paredes son muy finas y no presentan rugosidad.

Existe una cierta controversia sobre el papel de estos hongos como patdgenos,
algunos estudios apuntan que se trata de patdgenos primarios que van adquiriendo cada
vez mas importancia, tanto en vifia como en otros cultivos lefiosos. Aunque ain no
existen estudios concluyentes sobre su epidemiologia, ciertas observaciones sefialan que
son patdgenos que se aislan principalmente en la zona de injerto y en sarmientos
jovenes a partir de las heridas de poda, por lo que posiblemente se transmitan por
diseminacion aérea o por los ttiles de corte, bien a partir de conidios producidos sobre

el tejido enfermo o simplemente por fragmentos de dicho tejido (Crous y col., 2006).
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Figura 11. Caracteristicas morfolégicas de distintas especies de la familia
Botryosphaeriaceae. A-D morfologia del micelio en PDA tras siete dias de incubacion a
25°C (A: D. seriata; B: D. mutila; C: B. dothidea; D: N. parvum). E: picnidio de D. seriata
con esporas emergiendo por el ostiolo (100X). F-1 morfologia de las esporas (400X) de los
distintos géneros de Botryosphaeriaceae implicados en los decaimientos de la vid (F: D.
mutila; G: N. parvum; H: B. dothidea; I: Do. sarmentorum)
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7.5 Stereum hirsutum (Willd.) Pers

Pertenece a los Basidiomycota; Hymenomycetes; Homobasidiomycetes;
Stereales; Stereaceae. Se caracteriza por fructificaciones de 0,5 a 1,5 cm de color
naranja a marron claro (Figura 12A). Las basidiosporas son hialinas elipsoidales a
cilindricas de 5-7,5 x 2,5-3 um que solo parecen producirse en medio natural. El hongo
se conserva en madera marchita o muerta de vid. En medio PDA desarrolla un micelio
de color blanco que al envejecer se torna ocre (Dubos, 2002) (Figura 12B). Sus hifas
son tabicadas y pueden formar puentes de comunicacion entre células adyacentes
(Figura 12C). A pesar de que en un principio se consideré6 como uno de los hongos
responsables de la Yesca, estudios posteriores pusieron de manifiesto que S. hirsutum
tan solo se aislaba en escasas ocasiones por lo que hoy en dia existe una gran
controversia a cerca del papel que desempena este hongo en el desarrollo de las

enfermedades de la madera.

-

Figura 12. Caracteristicas morfoldgicas de S. hirsutum. A: carpoforos de S. hirsutum en

tronco de cepa vieja. B: aspecto del micelio en PDA tras 10 dias de incubacion a 25°C. C
Qicrofoto_qraﬁa con detalle de puente entre células adyacentes (400X). /

7.6 Fomitiporia mediterranea (M. Fischer)

Pertenece a los Basidiomycota; Hymenomycetes; Homobasidiomycetes;
Hymenochaetales; Hymenochaetaceae. Fue descrito como hongo asociado a madera de
vid con sintomas de Yesca por Michael Fischer (1996). Junto con S. hirsutum son los
responsables de la descomposicion de la madera formando los chancros caracteristicos
de la madera con Yesca: zonas claras y esponjosas. Este basidiomyceto forma
carpoforos que pueden observarse a simple vista en la corteza de la planta. En los
troncos de vid se pueden observar unas almohadillas irregulares de un centimetro de
diametro similares a los producidos por S. hirsutum. Al desarrollarse, la superficie de
estas estructuras presenta poros. Las basidiosporas son hialinas, lisas y globulosas de

unos 5-6 um. En medio de cultivo PDA, el micelio primero es de color blanco que al
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envejecer se vuelve amarillo-ocre algodonoso (Figura 13). En medio de cultivo no

produce esporas (Dubos, 2002).

Figura 13. Aspecto del micelio de F. mediterranea crecido en
medio PDA a 25°C. A: micelio blanco algodonoso tras siete dias

de incubacién; B: micelio amarillento tras 20 dias de
chbacién. /

7.7 Phomopsis viticola (Saccardo)

Pertenece a los Ascomycota, Sordariomycetes, Diaporthales, Valsaceae y es el
agente causal de la excoriosis de la vid. Esta enfermedad fue observada por primera vez
en Suiza en 1967. Originalmente el hongo fue aislado en Francia en 1880 por Saccardo
e identificado como Phoma viticola. En 1915 Saccardo lo transfirié a un nuevo género
denominado Phomopsis. Investigadores australianos describieron dos grupos de
Phomopsis en vid: Phomopsis tipo 1 y Phomopsis tipo 2, responsables de los dafios
producidos en sarmiento y en hoja caracteristicos de esta enfermedad. Anélisis
moleculares de ambos grupos renombraron el primer grupo como Diaporthe perjuncta
(teleomorfo de Phomopsis viticola) y el segundo grupo como Phomopsis viticola
(anamorfo). Mostert y col. (2001) propusieron una clave de identificacion para las
especies del tipo Phomopsis basandose en caracteristicas morfologicas, patogénicas y
moleculares estableciendo cinco grupos: P. viticola, Phomopsis sp.2, P. amygdali,
Diaporthe perjuncta y Phomopsis sp. 1. Posteriormente describieron hasta 15 especies
distintas de Phomopsis aisladas de vid.

Phomopsis viticola (Sacc.) Sacc (teleomorfo Cryptosporella viticola), produce
picnidios negros que tienen un didmetro de 0,2 a 0,4 mm. Las esporas pueden ser de dos
tipos: alfa hialinas, en forma de uso de 7-10 x 2-4 um contenidas en un picnidiéforo con
apice puntiagudo de 12-20 x 2 um; beta, son largas, curvadas, filiformes que miden 18-
30 x 0,5-1 um y son producidas en un picnididéforo de 5-8 x 1,5 um. En los pampanos

verdes, el micelio invade principalmente el tejido del parénquima cortical. El micelio es
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claro y forma marafias parenquimatosas entre las células huésped. Los picnidios se
forman en las areas negras al cabo de 14 dias después de la infeccion (Hewitt y Pearson,
1996). En el laboratorio, en medio de cultivo PDA el micelio es hialino, septado y
ramificado y forma una densa marafia. Los picnidios se forman irregularmente en las

partes oscuras de la marafia de manera individual o en grupos.

A

Figura 14 Morfologia del
micelio de P. viticola en
medio PDA crecido a
25°C. A: aspecto del
micelio tras 7 dias de
incubacion. B: formacion
de picnidios agrupados
en PDA tras 20 dias de

incubacion. C:
microfotografia de
picnidio expulsando

esporas tipo beta (100X).
D: detalle de esporas tipo
beta de P. viticola (400X),
-~ escala 10 um.

7.8 Eutypa spp.
El género Eutypa pertencce a los Ascomycota, Sordariomycetes, Xylariales,

Diatrypaceae. Las especies descritas como patogenas de vid son E. lata (anamorfo
Libertella blepharis) y E. leptoplaca. Desde 1957 se sabe que este hongo es el causante
de la apoplejia del albaricoquero, en 1973 se demostr6 su patogenicidad en vid, ademas
de estos huéspedes, a Eutypa spp. se le ha descrito en mas de 80 especies de lefiosos. A
pesar de haber sido descrito como agente causal de la Eutipiosis, enfermedad a la que da
nombre, en Castilla y Ledn apenas se aisla de plantas con sintomas claros de Eutipiosis
mientras que se aislan otros hongos asociados a otros decaimientos. A diferencia de la
mayoria de los hongos asociados a estas enfermedades, E. lata posee un modo de accion
conocido. Los dafios que provoca se deben a la accion de una toxina lipofilica, la
eutypina, que actua a nivel mitocondrial causando cambios drésticos en la respiracion y

el balance energético (Deswarte y col. 1996).
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Produce estromas periteciales en la madera de la planta atacada, al principio en
pequefias manchas que rodean el sitio original de infeccion, o algunas veces, en la
herida de la cepa que origind el punto de entrada, varios anos después de la infeccion.
Las ascosporas son expulsadas de las peritecas por la lluvia, son transportadas por el
aire y penetran en el huésped a través de heridas. Las ascosporas germinan con
temperaturas comprendidas entre 1-30°C y su micelio penetra al interior del tejido
comenzando la colonizaciéon de la madera (Dubos, 2002). Eutypa lata produce
ascosporas de color amarillo palido algo curvadas de 6,5-11 x 1,8-2 um de tamafo en
ascas de 30-60 x 5-7,5 um con un poro apical. El 6ptimo para la germinacion es 20-
25°C necesitando una humedad relativa muy elevada o, incluso, agua libre. Debido al
lento proceso de colonizacion de los tejidos solo produce dafios graves en vides adultas.
En medio de cultivo PDA se observa un micelio blanco aéreo que al envejecer se torna
de color gris (Figura 15), no produce estructuras sexuales en medios de cultivo
artificiales por lo que su identificaciéon se basa en la morfologia del micelio. La
confirmacion puede realizarse en base a la morfologia de sus conidios pero no todos los

aislados son capaces de producir conidios in vitro (Carter, 1991).

Figura 15. Aspecto del micelio de E. lata en PDA. A: micelio

blanco algodonoso tras 7 dias de incubacién a 25°C. B: micelio
wséceo tras 20 dias de incubacion a 25°C. /

8. IDENTIFICACION DE LOS HONGOS ASOCIADOS

Durante décadas, la identificacion de los hongos asociados a los decaimientos de
la vid, se ha venido realizando por métodos clésicos, entre los que se incluyen: estudio
de las caracteristicas del micelio en distintos medios de cultivo, crecimiento a distintas
temperaturas, presencia de determinadas estructuras microscopicas, morfologia de las

esporas, etc. Esta metodologia presenta varios inconvenientes debido a que es un
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proceso muy lento que puede requerir varios meses de trabajo, es laborioso ya que es
necesario conjugar distintas caracteristicas para poder llegar a una identificacion
definitiva, y requiere el sacrificio de la mayor parte de la planta para poder aislar los
hongos presentes en la muestra.

Los métodos clasicos de identificacion ademas de presentar los inconvenientes

ya mencionados, no siempre permiten diferenciar especies pertenecientes a un mismo

género. Asi, un mismo aislado puede
presentar distintas morfologias en el
mismo medio de cultivo y las
mismas condiciones de crecimiento,
lo que dificulta su identificacion
(Figura 16). Si estas variaciones
tienen lugar en un mismo aislado es

de suponer que se incrementaran

A

cuando se trate de aislados de Figura 16. Caracteristicas de cultivo en

.. ) medio PDA de 9 aislados de P. aleophilum
distintas procedencias, a pesar de que procedentes de vid.
formen parte de la misma especie.

Por otra parte, uno de los atributos de mayor importancia utilizados en este tipo
de identificacion es el tamano y tipologia de las esporas, pero como ya se ha
mencionado en la descripcion de algunos de los géneros a estudio, muchas de las
especies implicadas en los decaimientos de la vid, no son capaces de esporular en
condiciones de laboratorio.

El hecho de tener que sacrificar la mayor parte de la planta para proceder al
aislamiento e identificacion de los hongos implicados, hace inviable la utilizacion de
estos analisis como método de rutina para la determinacion de la presencia o no de
patogenos en una planta. Ademas para el control del material de viveros en plantas
jovenes, en las que la enfermedad estd probablemente en estado latente o poco
desarrollada, conviene disponer de un método de diagnostico rapido y preciso como los
descritos por Hamelin y col., (1996) para la deteccion de C. destructans o Lecomte y
col., (2000) para la deteccion de E. lata, basados en técnicas moleculares (PCR) y
utilizando material vegetal como ADN molde. Ridgway y col., (2005) para controlar la
enfermedad de Petri han puesto a punto un método basado en PCR que permite detectar
Ipg de ADN de Phaeomoniella chlamydospora en madera y hasta 50 fg en muestras de

suelo. Como no se dispone de cebadores especificos para cada una de las especies sera
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necesario disefarlos y para ello tendremos que amplificar y secuenciar distintas zonas

del genoma de dichos hongos.

9. ESTRATEGIAS DE CONTROL

Las medidas de control que se utilizan tanto para la prevencion como para el
tratamiento de estas enfermedades consisten en la aplicacion de buenas practicas
culturales, agentes fisicos, agentes bioldgicos y agentes quimicos.

9.1.  Métodos culturales.

Los métodos culturales dependen principalmente de las actividades de cultivo
del agricultor. Como ejemplo podemos sefialar una practica cultural que se viene
practicando desde hace muchos afios por los viticultores para luchar contra la Yesca y
que consiste en abrir el tronco de la cepa con un hacha e impedir que se cierre
colocando una piedra. El fundamento de este método consiste en la dificultad que tienen
los hongos causantes de la enfermedad en sobrevivir en presencia de aire. Para hacer
frente a los decaimientos de la vid el agricultor deberia utilizar material de propagacion
(estaquillas, yemas, portainjertos, barbados, plantones) libre de patdogenos y en los casos
en los que la enfermedad ya haya aparecido, eliminar lo antes posible la madera
enferma asi como los residuos procedentes de la poda de las cepas afectadas; tratar las
heridas para evitar contagios y desinfectar los utensilios de poda entre cepa y cepa.

9.2.  Métodos fisicos.

Los agentes fisicos que con mayor frecuencia se utilizan para controlar las
enfermedades de las plantas son la temperatura, el potencial hidrico, el aire seco, las
longitudes de onda perjudiciales de la luz y varios tipos de radiacion. En los viveros
australianos recurren a tratamientos con agua caliente como medida profilactica de
rutina. En California también se esta empezando a extender este método que consiste en
sumergir los plantones en bafos de agua a 50°C durante 15-30 minutos. A pesar de que
los resultados obtenidos en diversos estudios realizados sobre la efectividad de este
tratamiento (Crous y col., 2001; Laukart y col.,, 2001; Rooney y col., 2001) han
proporcionado resultados variables, si han podido demostrar que, al menos in vitro, el
tratamiento a 51°C previene la germinacion de esporas (Whiting y col., 2001).

9.3.  Métodos bioldgicos.

Se entiende por control biologico “la reduccion de la densidad de indculo o de

las actividades productoras de enfermedad de un patdégeno o parasito, en su estado

activo o durmiente, mediante uno o mas organismos, lograda de manera natural o a
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través de la manipulacion del ambiente, del hospedador o del antagonista, o por la
introduccion masiva de uno o mas antagonistas” (Baker y Cook, 1974). No es fécil
determinar con precision los mecanismos que intervienen en las interacciones entre los
antagonistas y los patdgenos sobre la planta. Se han descrito varios mecanismos de
accion de los antagonistas para controlar el desarrollo del patdgeno como son: antibiosis
(sustancias producidas por un microorganismo que resultan toxicas para otro u otros
organismos); competencia por espacio o por nutrientes; interacciones directas con el
patdgeno (parasitismo y predacion); e induccion de resistencia.

Uno de los métodos mas estudiados actualmente es el biocontrol basado en la
utilizacion de aislados de Trichoderma harzianum, capaces de controlar a hongos
patdgenos en diferentes etapas de desarrollo. En un estudio realizado en Sudéfrica por
Fourie y col. (2001), comprobaron el potencial de los tratamientos de inoculaciéon de
Trichoderma en las raices de las plantas de vivero para el control de la enfermedad de
Petri y la enfermedad del Pie Negro. En Bolonia (Italia), evaluaron los efectos de
Trichoderma harzianum sobre plantas certificadas de un vivero comercial inoculadas
con Phaeomoniella chlamydospora. Las plantas fueron tratadas a nivel del callo de
injerto y en las raices. Se llegd a la conclusion que el tratamiento mas efectivo es el
realizado inoculando las raices con Trichoderma, llegando a reducir las areas
necrosadas producidas por el hongo (Di Marco y Osti, 2007).

9.4. Métodos quimicos

Los fungicidas quimicos se utilizan para erradicar un patdégeno que ya ha
infectado la planta, para inhibir el desarrollo del patégeno o para prevenir el desarrollo
de la enfermedad. Estos productos quimicos inhiben la germinacion, el crecimiento o la
reproduccion del patogeno, o son letales para el hongo. Se distinguen dos tipos de
fungicidas: los de contacto, son incapaces de penetrar en el interior del vegetal; mientras
que los sistémicos, atraviesan la cuticula y alcanzan via floema diferentes puntos del
vegetal. Normalmente, los fungicidas sistémicos sirven para controlar el ataque de
hongos endofitos y su tratamiento es curativo. Los fungicidas se pueden aplicar al suelo
para el control de hongos que parasitan oOrganos subterraneos y/o semillas en
germinacion o a la planta para controlar enfermedades provocadas por hongos que
afectan a tallos, hojas, flores y frutos.

Debido a la prohibicion del uso del arsenito sddico, y al no existir hasta el
momento ninguna materia activa eficaz para el tratamiento de los decaimientos de la

vid, durante los ultimos afios muchos grupos en todo el mundo han centrado sus
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investigaciones en la busqueda de fungicidas que permitan frenar el aumento de estas
enfermedades y ofrecer una solucion a los viticultores que observan afio tras afio como
aumentan las pérdidas en sus parcelas. En Nueva Zelanda, Jaspers (2001) ensay¢ el
efecto de distintos fungicidas sobre la capacidad de germinacion y crecimiento de P.
chlamydospora, en Portugal Rego y col., (2006) ensayaron la sensibilidad de C.
destructans a distintos fungicidas, en Sudafrica Fourie y Halleen (2006) estudiaron el
efecto protector de varios materias activas durante las distintas fases de propagacion del
material en un invernadero y Nita y col., (2006) probaron la eficacia de distintos
fungicidas frente a Phomopsis viticola.

El principal problema que plantea el uso de fungicidas en el tratamiento de los
decaimientos de la vid es la dificultad que supone vencer las distintas barreras de la
planta y que el fungicida penetre en la madera. Una de las técnicas mas recientes
consiste en la inyeccion directa al tronco de distintos fungicidas. Actualmente existen
varios grupos en todo el mundo estudiando la viabilidad de esta técnica (Dula y col.,

2007; Darrieutort y Lecomte, 2007).
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Objetivos

El presente trabajo forma parte de dos proyectos de investigacion cuyo objetivo
es ahondar en el conocimiento de las enfermedades de la madera de la vid producidas
por hongos en Castilla y Leon. Hasta que en 2001 el Instituto Tecnoldgico Agrario de
Castillay Ledn (ITACyL) comenzé a realizar prospecciones de campo para evaluar los
dafos, ningun grupo en Castilla y Ledn habia sabido dar una respuesta a la creciente
preocupacién de los viticultores debido al avance de unas enfermedades de las que poco
se conocia hasta el momento. Fue entonces cuando se inicio el proyecto “Identificacién
de la presencia y dafios de la Yesca, de los organismos implicados y de las posibles
formas de control tanto culturales como quimicas en las principales zonas viticolas de
Castilla y Leon” subvencionado por el Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia
Agraria y Alimentaria (INIA, VIN01-011), que hizo posible la consolidaciéon de esta
nueva linea de investigacion en el ITACyL y supuso la financiacion por parte del INIA
del proyecto ““Identificacion de los hongos asociados al decaimiento de la vid y
caracterizacion molecular de Botryosphaeria y Phaeomoniella” (RTA04-127), cuyos

resultados son los que se exponen en este trabajo en base a los siguientes objetivos:

I. Seguimiento de las enfermedades de la madera de vid producidas por hongos, en
las distintas DD.OO. de Castilla y Leon, estableciendo la incidencia de cada una de las

enfermedades a lo largo de los afios de estudio.

Il. Aislamiento e identificacion de los hongos asociados a los decaimientos de la
vid, puesta a punto de técnicas de deteccidn existentes y disefio de nuevos métodos de
diagnostico molecular que permitan mejorar la deteccion.

I11. Estudio de la variabilidad genética de P. chlamydospora.

IV. Estudio de la efectividad de fungicidas comerciales frente a las especies

asociadas a los decaimientos de la vid.
V. Puesta a punto de métodos de inoculacion que permitan el ensayo de los

sistemas de deteccidn a partir de material vegetal, asi como la respuesta de las distintas

especies a la accion de fungicidas in vitro.
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Capitulo I: Decaimientos de la vid en Castillay Ledn

Introduccion

Las enfermedades de decaimiento de la vid, entre las que se incluyen Eutipiosis,
Yesca, Enfermedad de Petri, Black Dead Arm, Pie Negro o Diplodia Cane Dieback han
aumentado considerablemente durante los Gltimos diez afios, no sélo en Castilla 'y Leon
sino también en todas las zonas vitivinicolas mundiales. Este aumento puede ser debido
a la modificacion de las practicas culturales, propagacion de material contaminado en
viveros, ausencia de proteccion de las heridas de poda, asi como la prohibicion o
restriccion, en funcioén del pais, del uso del arsenito sodico (Chiarappa, 2000; Graniti y
col., 2000).

Surico y col., (2004), publicaron un estudio en el que hacian un analisis
pormenorizado de los posibles factores que habian contribuido a un aumento de la
Yesca en Italia (Toscana) durante los afios ochenta. Un invierno con heladas (1984-
1985) seguido de un afio calido y humedo (1986) provocaron un aumento desorbitado
de la Yesca cuya incidencia alcanzé ese afio valores del 15-20%. A parte de las
condiciones climaticas favorables que se dieron ese afio para el desarrollo de la Yesca,
se apunta otra serie de factores que contribuyeron al aumento de la enfermedad, entre
ellas: -Prohibicion del uso del arsenito sédico en Italia en 1977.

-Aumento de la ayudas de la Unidn Europea para nuevas plantaciones, lo que
provocO una gran demanda de material vegetal y llevé a un aumento de la produccion
en los invernaderos, con escasos controles sanitarios.

-Propagacion de material vegetal con esporas latentes.

-Cambio en las préacticas culturales: mayor densidad de plantacion, uso de
maquinaria para el laboreo que provoca mayores dafos en las plantas, cambio en el tipo
de poda. Investigaciones llevadas a cabo por un grupo francés en 1921 pusieron de
manifiesto la influencia del tipo de poda en la susceptibilidad de las cepas a sufrir
Yesca. La mayor incidencia tuvo lugar en cepas podadas en Guyot doble (15-20%),
seguida de Guyot simple (10-25%), Gobelet o Robat (0-5%) y por Gltimo las menos
susceptibles fueron las cepas podadas en corddn vertical (0-1%).

A estas enfermedades se les asocian hongos que provocan la podredumbre de la
vid. Se desarrollan preferentemente en las células del xilema obstruyendo los vasos e
impidiendo la correcta circulacién de la savia (Pascoe, 2000). La mayoria de estos
patdgenos producen esporas que la lluvia, el viento y otros factores transportan de una
cepa a otra. Si las condiciones son propicias, la espora germina y al desarrollarse causa
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un nuevo foco de podredumbre de la madera. Otras posibles fuentes de infeccion
pueden ser debidas a la planta madre y a las posibles manipulaciones llevadas a cabo en
los viveros para la produccién de plantas (Fourie, 2004). Estas plantas al llevarlas al
campo pueden constituir nuevos focos de infeccion y propagacion de distintos hongos.
Se dice que en el desarrollo de los hongos y en la aparicion de sintomas intervendrian
los factores climaticos como la humedad y la temperatura. También se le da un papel
importante al estrés al que por razones bioticas o abidticas esté sometida la planta. Otra
hipdtesis sobre la que se trabaja es que estas enfermedades se propagan al podar las
vifias, con herramientas contaminadas. Las heridas producidas son una puerta de entrada
de microorganismos. Lamentablemente se conoce muy poco de las condiciones y
modos de transmision de estas enfermedades por ello de forma genérica se recomienda
utilizar todas las medidas profilacticas que se puedan (Garcia Jiménez, 2004).

Hasta la prohibicién del uso del arsenito sddico en Espafia (julio 2003), las cepas
que presentaban sintomatologias caracteristicas de los decaimientos de la vid en Castilla
y Ledn apenas alcanzaban un 2%, valor que no causaba alarma en el sector, a pesar de
gue una de cada dos parcelas muestreadas presentaron sintomas de decaimiento de la
vid (Santiago y col., 2004).

De las investigaciones realizadas en distintos paises se desprende que los hongos
generalmente aceptados como asociados a los decaimientos de la vid son
Phaeomoniella chlamydospora; Phaeoacremonium spp., principalmente
Phaeoacremonium aleophilum; Cylindrocarpon spp., principalmente C. macrodidyma y
C. liriodendri; distintas especies de la familia Botryosphaeriaceae; Phomopsis viticola;
Eutypa lata; Fomitiporia mediterranea y Stereum hirsutum (Martin y col., 2005).

Bernadette Dubos en su libro “Maladies cryptogamiques de la vigne” (2002)
relaciona una enfermedad con los sintomas morfoldgicos y los hongos que los
producen. Asi, por ejemplo, Eutypa lata es responsable de la Eutipiosis, el hongo
causante de la excoriosis es Phomopsis viticola, el Pie Negro es producido por hongos
del suelo del género Cylindrocarpon, especies de la familia Botryosphaeriaceae son
responsables de enfermedades como Black Dead Arm y Diplodia Cane Dieback,
mientras que Phaeomoniella chlamydospora y Phaeoacremonium aleophilum son los
hongos causantes de la enfermedad de Petri en planta joven. Dubos mantiene la
hipotesis de que la enfermedad de Petri es el precursor de la Yesca en planta adulta,
considerando que si una cepa joven con Petri sobrevive a la infeccion, al cabo de los

afios puede ser invadida por otros hongos patdgenos como Fomitiporia mediterranea y
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Stereum hirsutum que producen pudricion de la madera de una forma muy caracteristica
que se conoce como Yesca.

Otros estudios realizados sobre los decaimientos de la vid, revelan que los
hongos aislados de plantas con sintomas de decaimientos, no permiten llegar a
relaciones tan claras entre sintomas y hongo/s asociado/s (Armengol y col., 2001;
Santiago y col., 2004; Cobos y col., 2007). Por ejemplo, en plantas con sintomas de
Yesca, enfermedad de Petri o Eutipiosis, se han llegado a aislar Phaeomoniella
chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum y distintas especies de la familia
Botryosphaeriaceae. Este hecho puede ser explicado debido a que estas especies
invaden los haces vasculares de la planta, obturando los vasos lo que provoca un
debilitamiento de la planta por disminucion del flujo de savia, y hace que distintos
hongos produzcan sintomas muy similares no tanto debido a la especie sino a la
invasion de vasos y tejidos. Otro de los mecanismos moleculares implicados en el
proceso patogenico es la produccion de metabolitos toxicos por parte de hongos como
E. lata, F. mediterranea, P. chlamydospora, P. aleophilum y especies de la familia
Botryosphaeriaceae (Fallot y col., 1997; Evidente y col. 2000; Tabacchi y col., 2000;
Martos y col., 2007).

Al problema de la similitud de los sintomas se une el hecho de que los
sintomas externos que acompafian a estas enfermedades no aparecen sistematicamente
todos los afios, sino que las plantas pueden padecer una enfermedad y manifestarlo
externamente o no en funcién numerosos factores entre los que destacan las condiciones
climatoldgicas, lo que obliga a un seguimiento continuo de las parcelas, y hace que las
valoraciones basadas en sintomatologia externa fluctien dependiendo de factores como

la humedad y la temperatura (Cobos y col., 2007).
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Materiales y métodos

1. Muestreo de parcelas

Durante los afios 2000-2007 se llevo a cabo un seguimiento de las enfermedades
de la vid en las principales denominaciones de origen de la region. De cada una de ellas
se seleccionaron un minimo de tres parcelas hasta un total de 18 (excepto en la D.O.
Tierra de Ledn que se muestred una Unica parcela), y se realizd el seguimiento de 1000
cepas por parcela. Debido a condiciones climatoldgicas como granizo o lluvias
abundantes, algunas parcelas tuvieron que ser sustituidas por otras cercanas. La relacién

de parcelas que se han muestreado a lo largo de este estudio se detallan en la Tablal.

Denominacion de origen localidad N° de parcelas
Ribera de Duero Pedrosa del Rey (Burgos) 1
La horra (Burgos) 1
Sotillo (Burgos) 1
Valbuena de Duero (Valladolid) 2
Cigales Cigales (Valladolid) 2
Duenias (Palencia) 1
Toro Villaester (Zamora) 1
El pego (Zamora) 1
Morales de Toro (Zamora) 1
Rueda Rueda (Valladolid) 2
Aldeanueva del codonal (Valladolid) 1
Tierra del vino de Zamora Jambrina (Zamora) 3
Tierra de Leon Valderas (Ledn) 1

Tabla 1. Parcelas muestreadas a lo largo de este estudio.

Los muestreos se realizaron en dos épocas del afio coincidentes con el desarrollo
de la sintomatologia caracteristica de las principales enfermedades de la madera:
Eutipiosis y Yesca. Las prospecciones de Eutipiosis se realizaron cuando las cepas se
encontraron en el estado fenolégico H (botones florales separados) que suele

desarrollarse en los meses de mayo o junio. Las prospecciones de Yesca se realizaron
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cuando las cepas alcanzaron el estado fenologico M2 (pleno envero). De cada una de las

parcelas se tomaron muestras para su posterior analisis en el laboratorio.

2. Procesamiento de las muestras

Una vez en el laboratorio, las muestras fueron desinfectadas superficialmente
con agua, lejia y jabon, y troceadas transversalmente a distintas alturas en funcion de la
tipologia de la planta, en busca de necrosis caracteristicas de las enfermedades de la
madera, siguiendo la metodologia de Larignon y Dubos (1997) (Figura 1). Antes de
extraer las astillas cada rodaja fue desinfectada superficialmente:

-Las plantas jovenes fueron desinfectadas por inmersion en una solucion de lejia al 50%
durante 5 minutos seguida de tres lavados en agua estéril de 5 minutos cada uno.

-Las plantas adultas fueron desinfectadas superficialmente por inmersién en etanol y
posterior flameo.

De cada rodaja se extrajeron astillas, tanto de la zona aparentemente sana como
de las zonas necrosadas, y se cultivaron en placas Petri (9 cm) con medio MEA (agar
extracto de malta). Las placas se mantuvieron en estufa a 25°C. Los hongos que
crecieron alrededor de las astillas fueron repicados a nuevas placas Petri con medio
PDA (agar patata-dextrosa), e incubadas en estufa a 25°C y ciclos de luz-oscuridad de

12 horas para favorecer la esporulacion de los hongos.

Procesamiento

Toma de muestras

-‘..

Cultivo de astillas

\ (MEA)

Figura 1: Proceso de recogida, procesamiento de muestras y aislamiento de hongos a
partir de madera con sintomas de decaimiento.
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Se analizaron 256 muestras: 85 plantas jovenes (con 5 afios 0 menos), bien
procedentes de vivero o de plantaciones jovenes que presentaron algun retraso en el
desarrollo; y 171 plantas adultas (mayores de 5 afios) que presentaban sintomas de
Eutipiosis o de Yesca.

3. Identificacion de hongos por métodos clasicos

La identificacion se realizo en base a las caracteristicas morfologicas del micelio
y la tipologia de las esporas. Se realizaron preparaciones microscopicas con azul de
lactofenol para la observacion de las esporas y de las células conidiégenas. Los hongos
que no presentaron esporas en estas condiciones de cultivo (Diplodia spp., Dothiorella
spp., Botryosphaeria dothidea y Neofusicoccum parvum), fueron repicados a placas
Petri con medio AA (agar agua) al que se afiadieron dos aciculas de pino estériles. Las
identificaciones fueron confirmadas por métodos moleculares basados en la
secuenciacion del ADN ribosémico, la utilizacion de cebadores especificos o el estudio
de patrones de restriccion (Capitulo Il). En el caso de Eutypa lata, Fomitiporia
mediterranea y Stereum hirsutum no se obtuvieron esporas por lo que las
identificaciones se realizaron en base a la morfologia del micelio y fueron confirmadas

por secuenciacion del ADN ribosomico.

4. Medios de cultivo

Los medios utilizados para cada uno de los ensayos recogidos en esta memoria
fueron los siguientes:
Medio Agar Extracto de Malta (MEA): preparado de Merk 35g, en 750 ml de H,O
destilada.
Medio Patata Dextrosa Agar (PDA): preparado de Merk 25 g, en 750 ml de H,O
destilada.
Medio Agar-Agua (AA): agar 12g, en 750 ml de H,O destilada.

A todos los medios se les afiadio 0,75 ml del acaricida Dieldrin (0,2g/1, Sigma).
Se esterilizaron en autoclave a 120°C durante 20 minutos. Una vez atemperados se les
afiadié 3,75 ml de Cloranfenicol (0,25 g/l, Merk) para inhibir el crecimiento de

bacterias, y se extendieron en placas Petri.
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5. Calculo de la tasa de crecimiento

Se sembraron 20 placas con medio MEA para cada uno de los hongos a estudio.
Los aislados utilizados fueron suministrados por el CBS (The Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Utrecht, The Netherlands), cedidos por otros laboratorios, o aislados

por nuestro grupo (Tabla 2).

Especie Aislado Procedencia Huésped
Diplodia seriata (= B. obtusa)  CBS 719.85"  Nueva Zelanda Malus domestica
Diplodia mutila (= B. stevensiiy CBS 431.82% Holanda Fraxinus excelsior
Botryosphaeria dothidea CBS 110302% Portugal Vitis vinifera
Neofusicoccum parvum CBS 110301% Portugal Vitis vinifera
(= B. parva)
Dothiorella sarmentorum CBS 120.41* Noruega Pyrus communis
(= B. sarmentorum)
Dothiorella ibericas Y81-1-2¢ Espafia Vitis vinifera
(= B. iberica)
Dothiorella viticolas Y103-8-1¢ Esparia Vitis vinifera
(= B. viticola)
Phaeomoniella chlamydospora CBS 239.74%  California, USA  Vitis vinifera
Phaeoacremonium aleophilum  jerez Jerez, Espafia Vitis vinifera
Cylindrocarpon destructans CBS 119.41% Holanda Fragaria
Neonectria macrodydima¢ Y242-1-2a¢ Espafa Vitis vinifera
Stereum hirsutum CBS 416.61%  Austria nd
Fomitiporia mediterranea Y119-9-1¢ Esparia Vitis vinifera
Phomopsis viticola CBS 267.80% Italia Vitis vinifera
Eutypa lata ST 309 + Francia Vitis vinifera
Tabla 2. Aislados de referencia utilizados en el presente trabajo.

* aislados obtenidos del Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS);
¢ aislados en el laboratorio de hongos de la vid, dpto. viticultura ITACyL;

T aislado cedido por Dr. J. Parra (Jerez, Espaiia);

Las placas se incubaron en estufa a 25° C y oscuridad. Se midio6 el crecimiento
cada 24 horas hasta que el hongo se extendio por toda la placa o se observd un
estancamiento. Para el célculo de la tasa de crecimiento radial se tuvo en cuenta el
intervalo de 24 horas en que se produjo un mayor crecimiento del hongo, expresando

los datos como crecimiento radial en mm/dia.
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Resultados

1. Evolucion de los decaimientos de la vid en Castilla y Ledén (2000-2007)
1.1. Sintomatologia tipo “Yesca” y “Eutipiosis”.

El conjunto de sintomas externos que presenta una cepa en campo no permite
concluir de manera fehaciente a qué enfermedad corresponden ni el conjunto de hongos
que lo producen. Los sintomas desarrollados por las plantas dependen de muchos
factores entre los que se incluyen la variedad a la que pertenece la cepa, asi como las
condiciones medioambientales. Por esta razon los muestreos se realizaron en base a la
sintomatologia “tipo Eutipiosis” (Figura 6, Introduccion general), y “tipo Yesca”
(Figura 3, Introduccion general). La sintomatologia de ambas enfermedades se detalla
en la introduccion general de esta memoria. Parte de las muestras recogidas con
sintomatologia “tipo Yesca” presentaron en cortes trasversales necrosis en forma de
cufa caracteristicas de las enfermedades producidas por especies de Botryosphaeriaceae
(Figuras 4 y 5, Introduccion general). Los sintomas en campo no siempre permiten
distinguir claramente entre cepas afectadas con Yesca y cepas afectadas con Black Dead
Arm, ambas enfermedades se caracterizan por decoloraciones internerviales de las hojas
que se distinguen por la tonalidad, factor subjetivo que a su vez depende tanto de la
variedad de la cepa como de las condiciones medioambientales, y que puede ser
confundida con otras enfermedades como clorosis o ausencia de distintos metales
(Figura 2).

Figura 2. Manifestacion de los sintomas de Yesca y BDA en hoja en distintas variedades de
vid A: Decoloraciones internerviales caracteristicas de Yesca. B: Hojas con sintomas de
BDA.

- /
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1.2. Valoracion de los sintomas en campo.

Durante los afios 2000-2003 se realizaron prospecciones en las distintas
denominaciones de origen de Castilla y Lebn. Los datos revelan un pequefio
crecimiento de estas enfermedades en las distintas denominaciones, y a pesar de que los
porcentajes no son alarmantes, puede observarse como las enfermedades de la madera
causadas por hongos estan presentes en el 52,4% de las parcelas muestreadas (afio
2003), es decir, una de cada dos parcelas muestreadas contenian al menos una cepa
afectada con alguna de las enfermedades relacionadas con los decaimientos de la vid.
En cuanto a la incidencia durante esos afios se calcul6 en 1,6% en 2001, 0,98% en 2002

y 2,86% en 2003. Los datos obtenidos se representan en la Figura 3.

2003 —|

INCIDENCIA
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porcentaje

Figura 3. Presencia e incidencia de los decaimientos de la vid durante los afios
2000-2003 en distintas parcelas de Castilla y Ledn.

El dnico tratamiento preventivo conocido hasta el momento y que ha demostrado
su eficacia frente a los hongos responsables de enfermedades como Yesca y Excoriosis
ha sido el arsenito sodico. Este producto ha sido clasificado como muy toxico (T +) y
carcinogeénico de categoria 1, debido a esta alta toxicidad se prohibié su uso en Julio de
2003 (Orden APA1610/2003).
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Con la prohibicién del arsenito sodico se ha producido un aumento considerable
de estas enfermedades en las distintas regiones vitivinicolas espafiolas. Asi hemos

pasado de un porcentaje de afectacion del 2,86% en 2003 a porcentajes del 7,33% en

2006 y 10,63% en 2007 (Figura 4).

R
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0 [ ]

2001 2002 2003 2006 2007

ano

\\ Figura 4. Evolucion de los decaimientos de la vid desde 2001 hasta 2007. /

Considerando cada una de las enfermedades por separado podemos apreciar un

incremento significativo tanto de Yesca como de Eutipiosis en los tltimos afios (Figura
5).

Teniendo en cuenta que el arsenito sddico estaba principalmente indicado para el
tratamiento de Yesca, se puede observar como durante los Gltimos afios en que estuvo
permitido su uso los porcentajes de afectacion se mantuvieron controlados dentro de
unos limites: 0,75% en 2001, 0,76% en 2002 y 0,69% en 2003; mientras que los valores
aumentaron en los afios sucesivos, llegando a valores del 8,75% en 2006 y del 10,26%
en 2007.

Los datos recogidos de los muestreos de Eutipiosis ponen de manifiesto que ya
en el afio 2003 se habia producido un aumento de esta enfermedad. En el 2001 se
registrd una incidencia del 3,4% que se redujo al afio siguiente al 1,28% Yy volvié a
producirse un repunte en el 2003 con un 5,04% de incidencia. Aun asi el incremento
producido durante el 2006 (incidencia del 7,46%) y el 2007 (incidencia del 11%). Estos
datos justifican los esfuerzos realizados durante los ultimos afios en el estudio de la
naturaleza de estas enfermedades, sus causas, asi como los medios de control que

permitan hacerlas frente.
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Figura 5. Evolucion de Yesca y Eutipiosis en vifiedos de Castilla y Le6n (2001-2007)

Por denominaciones de origen existen diferencias en cuanto a porcentajes de
afectacion:

Si tenemos en cuenta los datos de Eutipiosis recogidos en los muestreos
realizados durante los afios 2006 y 2007 en distintas denominaciones de origen de
Castilla 'y Ledn (Figura 6), en la denominacion de origen Cigales se produjo un aumento
de la incidencia de 10,3% en 2006 al 14,7% en 2007, la denominacién de origen Toro
fue la que mayor incidencia present6 con datos similares en ambos afios; en Ribera de
Duero se produjo un aumento significativo de la incidencia pasando del 2,9% de
incidencia en 2006 al 10,7% en 2007; en la zona de Ledn se registrd una incidencia del
4,3% en 2006 y las intensas lluvias caidas durante el mes de Mayo, impidieron realizar
los muestreos correspondientes al 2007; por Gltimo, Zamora presentd porcentajes del
5,4% en 2006 y del 4,4% en 2007.

Por el contrario, las zonas que presentaron un mayor porcentaje de afectacion de
Yesca fueron Ledn y Zamora, mientras que Cigales, Toro y Ribera de Duero
presentaron porcentajes muy bajos (Figura 7). Asi en Cigales se registré una incidencia
del 6,4% en 2007 dato que a pesar de no alcanzar un valor alarmante casi duplicé los
valores obtenidos en el afio anterior en el que se registré una incidencia del 3,33%; en
Toro la incidencia fue minima, del 1,21% en 2006 y el 0,7% en 2007; en Ribera de
Duero también se ha producido un aumento considerable pasando del 1,6% en 2006 al

5,6% en 2007; la zona de Leon fue la mas afectada por Yesca alcanzandose valores del
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29,09% en 2006 y del 22,8% en 2007; por ultimo, Zamora registrd una incidencia del
10,1% en 2006 y del 15,8% en 2007.

Incidencia de Eutipiosis

16 - 14,7 14,714,2

12 4 10,3 10,7

6 - 4,3 5144
4 - 2,9

porcentaje
00}

Cigales Toro Ribera Leodn Zamora

@ 2006 @ 2007 denominaciones de origen

Figura 6. Incidencia de Eutipiosis en las distintas regiones muestreadas durante los afios
2006y 2007.

Incidencia de Yesca

35 4

30 -
25 | p2,8

29,09

20 - 15,8

15 1 10,1
10 - 6,4 5,6

3,3
S A 1,210,7 1,6

0 l_ T — | 200NN

porcentaje

Cigales Toro Ribera Leodn Zamora

@ 2006 m@ 2007 denominaciones de origen

Figura 7. Incidencia de Yesca en las distintas regiones muestreadas durante los afios 2006
y 2007.

Como dato significativo podemos destacar el alto porcentaje de Eutipiosis en la
denominacion de origen Toro tanto en 2006 como en 2007 en torno al 14%, mientras
que el porcentaje de Yesca en esa denominacién se sitia en torno al 1%. Algo similar
ocurre en la denominacion de origen Cigales cuyo porcentaje de Eutipiosis es mucho
mayor que el de Yesca tanto en 2006 como en 2007.

Conviene sefialar que las parcelas muestreadas en el afio 2007, correspondientes a la
denominacion de origen Ribera de Duero, no coincidieron con las muestreadas en 2006

debido a las condiciones meteoroldgicas acaecidas durante ese afio.
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2. Identificacion de los hongos aislados

De las 256 plantas analizadas en el laboratorio de hongos de la vid del
departamento de viticultura del Itacyl se han obtenido un total de 734 aislados entre los
cuales los miembros de la familia Botryosphaeriaceae han sido los hongos mayoritarios,
presentes en el 43% de las cepas analizadas (Figura 8), seguidos por P. aleophilum que
han sido aislados en el 22% de las cepas analizadas, P. chlamydospora en el 20% y
Cylindrocarpon spp. en el 15%, mientras que P. viticola (4%), F. mediterranea (6%), S.
hirsutum (1%) y E. lata (3%) pueden considerarse hongos minoritarios puesto que su

aislamiento fue esporadico.

/ Hongos asociados alos decaimientos de la vid \
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Figura 8. Porcentaje de aislamiento de los hongos asociados a los decaimientos de la vid en
\i% plantas analizadas. /

Centrandonos en las especies asociadas a los decaimientos de la vid, de las 256

plantas analizadas se detectaron un total de 296 aislados de los que el 87%
pertenecieron a lo que hemos denominado especies mayoritarias: Botryosphaeriaceae
(37%), P. aleophilum (19%), P. chlamydospora (18%) y Cylindrocarpon spp. (13%)
por lo que a lo largo del presente trabajo se hara mas hincapié en la deteccion y
caracterizacion de estas especies.

La determinacion de las especies de Botryosphaeriaceae y de Cylindrocarpon
aisladas no fue posible realizarla de forma definitiva en base a caracteristicas
morfolégicas por lo que se recurrié a técnicas moleculares, punto al que se hace

referencia en el capitulo Il de esta memoria.
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3. Tasa de crecimiento

El estudio del ritmo de crecimiento de los hongos en condiciones in vitro puede
dar una idea del comportamiento de éstos en la planta. EI hecho de que varios de los
hongos implicados en los decaimientos coexistan en la misma planta hace pensar que
aquellos cuyo desarrollo sea mas lento puedan quedar enmascarados por otros de
desarrollo mas rapido. Se realizé un seguimiento del ritmo de crecimiento de los
distintos hongos a estudio (Figura 9) observandose que los hongos que crecen mas
répido son D. seriata y S. hirsutum colonizando toda la placa en 7 dias, seguidos de E.
lata y C. macrodidymum que tardan aproximadamente 15 dias; F. mediterranea no llega
a colonizar la placa en ese tiempo al igual que el resto de las especies estudiadas. P.
viticola posee un menor ritmo de crecimiento seguido de P. aleophilum y P.

chlamydospora que son las especies de crecimiento mas lento.

40

crecimiento (mm.)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tiempo (dias)

—m— D. seriata —=— P.chlamydospora —a— P.aleophilum —x— P.viticola
S.hirsutum —x —E.lata —o— F.mediterranea —e— C. macrodidymum

Figura 9. Grafica de crecimiento de los distintos hongos a estudio.

Tras medir el crecimiento de cada uno de los aislados cada 24 horas se estimo la
tasa de crecimiento radial correspondiente al dia en que se observé el méaximo
incremento en el crecimiento, obteniéndose los datos que se reflejan en la Tabla 3.

Segun los datos reflejados en la tabla S. hirsutum fue la especie que presentd mayor tasa
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de crecimiento radial (10,6 mm/dia) alcanzada a las 72 horas de cultivo (tasa media de

5,2 mm/dia), seguido de D. seriata que presentd una tasa de crecimiento similar. E. lata

y C. macrodidymum presentaron una tasa de crecimiento intermedia (tasa media de 2,3

y 2,2 mm/dia respectivamente), seguidos por F. mediterranea (1,9 mm/dia) y P. viticola

(1,2 mm/dia). Por dltimo P. chlamydospora y P. aleophilum presentaron tasas de

crecimiento muy bajas (tasa media de 0,8 y 0,6 mm/dia respectivamente).

-

T T wnwO TV TVO

Aislado

. seriata

. chlamydospora
. aleophilum

. macrodidymum
. hirsutum

. mediterranea

. viticola

E.

lata

Tasa maxima de
crecimiento radial
(mm/dia)

9,3
1,38
1,95

4,2
10,6
2,55

3

52

dia

2
14
8
14
3
10
2
8

Tasa media \

(mm/dia)

5,2
0,8
0,6
2,2
5,2
19
1,2
2,3

\Tabla 3. Tasa de crecimiento de 8 de las especies asociadas a los decaimientos de la Vid./
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Discusion

Desde la prohibicion del uso del arsenito sodico en julio de 2003 se ha
producido un aumento de las enfermedades englobadas bajo el nombre de decaimientos
de la vid. Los muestreos realizados durante los dos ultimos afios en distintas parcelas de
Castilla y Ledn arrojan datos preocupantes, alcanzando porcentajes del 10% de
incidencia en 2007. Esta situacion no resulta nada esperanzadora si se tiene en cuenta
que hasta hoy no existe ningun producto eficaz para la prevencion y tratamiento de las
cepas afectadas.

En contra de lo que cabria esperar, dado que los hongos aislados en plantas con
sintomas de Eutipiosis también aparecen en plantas con sintomas de Yesca, no existe
una relacion directa entre la incidencia de ambas enfermedades: mientras que los indices
de Eutipiosis mas elevados se dieron en parcelas de la denominacién de origen Toro,
esas mismas parcelas registraron los indices méas bajos de Yesca.

La identificacion en base a caracteristicas morfologicas no permite una
discriminacion definitiva entre especies, por lo que es necesario recurrir a métodos
moleculares que confirmen una primera identificacion morfologica. A pesar de ello, los
hongos mayoritariamente aislados de cepas con sintomas de enfermedades de la madera
producidas por hongos fueron distintas especies de la familia Botryosphaeriaceae,
seguidos de aislados de P. aleophilum, P. chlamydospora y distintas especies del género
Cylindrocarpon. Todos estos aislados constituyeron el 87% de las especies asociadas a
los decaimientos de la vid detectadas en las plantas analizadas. En menor porcentaje
también fueron detectados F. mediterranea, P. viticola, E. lata y S. hirsutum, todos
ellos descritos como especies asociadas a los decaimientos de la vid.

En cuanto a las especies implicadas en cada una de las enfermedades no se ha
podido establecer una relacion directa entre los sintomas y los hongos detectados puesto
que en plantas con sintomas evidentes de Eutipiosis el hongo descrito como responsable
de la enfermedad ha sido aislado en escasas ocasiones mientras que se aislaron
mayoritariamente especies de Botryosphaeriaceae, P. aleophilum, P. chlamydospora y
distintas especies del género Cylindrocarpon.

El estudio del ritmo de crecimiento de estos aislados evidencid que existen
diferencias notables entre las especies implicadas, pudiéndose considerar tres grupos:
hongos de crecimiento rapido entre los que se encuentran D. seriata (miembro de la

familia Botryosphaeriaceae) y S. hirsutum; un segundo grupo de ritmo de crecimiento
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intermedio que incluiria a E. lata, C. macrodidymum y F. mediterranea; y un tercer
grupo de crecimiento mucho mas lento formado por P. viticola, P. chlamydospora y P.
aleophilum. Estas diferencias tan notables en el ritmo de crecimiento pueden provocar
que hongos de crecimiento lento se vean invadidos por hongos de crecimiento mas
rapido. Segin Dubos y col. (1988), la enfermedad conocida como Yesca estd
ocasionada por unos hongos pioneros (P. aleophilum y P. chlamydospora) que
facilitarian la posterior entrada de otros hongos descomponedores (F. mediterranea y S.
hirsutum). Esta teoria de una infeccion en dos fases vendria avalada por los datos
presentados, ya que los hongos pioneros de crecimiento mas lento, de no penetrar con
anterioridad en la planta, habrian sido invadidos por los hongos de crecimiento mas
rapido, lo que dificultaria su deteccion. En cambio, tanto P. chlamydospora como P.

aleophilum forman parte de los hongos mayoritariamente aislados.
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Introduccion

Hasta hace pocos afos la identificacion de los hongos se realizaba por métodos
clasicos a partir de la observacion del color del micelio en placa, su textura, y la
observacion al microscopio de las estructuras caracteristicas de cada especie, asi como
la morfologia de esporas y células conidiégenas. Esta metodologia ademas de ser lenta,
en la mayoria de las ocasiones no permite una clasificacion definitiva de los hongos, ya
que muchas especies poseen caracteristicas tan similares que les hacen ser
morfologicamente indistinguibles. Por otro lado, una misma especie puede adoptar
distintas morfologias en un mismo medio de cultivo en funcién de condiciones no
siempre controlables (Figura 16 Introduccion general). En abril de 1983 el Dr. Kary
Mullis dio a conocer la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
(Mullis, 1986), descubrimiento por el cual obtuvo el premio Nobel de Quimica en 1993.
Desde entonces hasta nuestros dias han sido muchas las aplicaciones de esta técnica lo
que ha permitido el desarrollo de la Biologia Molecular. La PCR ha proporcionando una
herramienta imprescindible para la identificacion molecular de hongos y ha permitido el
estudio filogenético de cada aislado posibilitando su clasificacion definitiva dentro de
las distintas especies.

La amplificacion de fragmentos de ADN in vitro mediante PCR consiste en la
repeticion de ciclos de sintesis del acido nucleico a partir de una molécula molde (en
este caso ADN del hongo patégeno), mediante el uso de una polimerasa termoestable y
una pareja de oligonucleotidos sintéticos que actian como iniciadores especificos de la
reaccion (Saiki y col., 1988). El sistema reconoce especificamente una secuencia del
organismo, produciendo la amplificacion de un fragmento de ADN de tamafio conocido
unicamente cuando existe ADN de ese organismo en la muestra.

Uno de los fragmentos mas utilizados a lo largo de los afos para estudiar las
relaciones filogenéticas existentes entre distintos aislados de hongos es la region que
codifica los ARNSs ribosomicos (ADNr) (White y col, 1990). EI ADNr se caracteriza por
presentar zonas con una evolucion desigual en sus secuencias, por lo que constituye un
blanco idoneo sobre el que disefiar oligonucledtidos para identificar hongos situados en
distintos niveles taxonomicos. Las regiones que codifican los ARNs 5,8S y 18S (Figura
2, Materiales y métodos), presentan una tasa de evolucidon baja y se emplean para el
estudio filogenético de organismos genéticamente distantes. La region que codifica el

ARN 28S muestra una tasa de evolucion mas alta, con algunas regiones concretas de
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mayor variabilidad, lo que permite establecer diferencias a nivel de especie. Por tltimo
las regiones existentes entre estos genes, regiones ITS (Internal Transcribed Spacer) e
IGS (InterGenic Spacer) son las que evolucionan mas rapidamente y se utilizan en el
analisis de especies proximas e incluso de variedades dentro de la misma especie. La
homologia intraespecifica existente en la regiéon ITS ha facilitado el disefio de
oligonucleotidos especificos que reconocen el ADN de un determinado patdégeno, lo que
ha permitido realizar considerables avances en la deteccion de enfermedades. Existen
numerosos cebadores que reconocen especificamente muchas de las especies asociadas
a los decaimientos de la vid, facilitando su identificacion:

-Pchl y Pch2 (Tegli y col. 2000) y PCL1 y PCL2 (Groenewald y col. 2000) reconocen
especificamente ADN de Phaeomoniella chlamydospora.

- PalIN y Pal2 (Tegli y col. 2000) disefiados para reconocer ADN de Phaeoacremonium
aleophilum, se ha demostrado que a su vez reconocen otras especies del género
Phaeoacremonium. Recientemente Aroca y Raposo (2007) disefiaron una nueva
metodologia para la discriminacion entre las distintas especies de Phaeoacremonium,
basada en la amplificacion de un fragmento de 415 pb de la region ITS con los
cebadores Pml y Pm2. Mediante la restriccion del fragmento amplificado con
endonucleasas (BssKI, EcoO1091 y Hhal) pudieron identificar patrones especificos para
9 de las 13 especies de Phaeoacremonium descritas en vid.

-Destl y Dest4 (Hamelin y col.,, 1996) reconocen distintas especies del género
Cylindrocarpon. En un principio fueron disefiados para detectar C. destructans, pero los
avances en estudios filogenéticos han permitido la reubicacidon de distintas especies por
lo que segun la clasificacion taxonomica actual reconocen Neonectria radicicola (C.
destructans), N. macrodydima (C. macrodydimum) y N. liriodendri (C. liriodendrum).
-CylF y CylIR (Dubrovsky y Fabritius, 2007) disefiados para reconocer especificamente
C. liriodendri y C. macrodidymum.

-Latal y lata2.2 (Lecomte y col., 2000) que reconocen aislados de E. lata.

Ademas de los mencionados anteriormente, Pollastro y colaboradores (2001)
disenaron cebadores especificos para la deteccion de P. chlamydospora, F.
mediterranea y P. viticola a partir de marcadores RAPD.

El principal problema al que nos enfrentamos al abordar las especies implicadas
en las enfermedades de la madera es que cada una de ellas se debe a un conjunto de
hongos. En el caso de la enfermedad de Petri, como ya se menciond en el Capitulo I de

esta memoria, principalmente estan involucradas dos especies: P. chlamydospora y P.
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aleophilum. Para disminuir el tiempo necesario para la identificacion de estas especies
en cepas con sintomas de enfermedades de la madera, se puso a punto un sistema de
PCR multiple que permite detectar en una Unica reaccion la presencia de P.
chlamydospora y P. aleophilum, a partir de los oligonucleotidos iniciadores ya
mencionados (Pch1/2 y Pal1N/2).

En el caso de las especies de Botryosphaeriaceae, Alves y col. (2005)
amplificaron un fragmento de 1200pb de la region ITS con los oligonucledtidos
iniciadores ITS1 (White y col., 1990) y NL4 (O'Donell, 1993), y sometiéndolo a
restriccion con distintas endonucleasas, establecieron distintos patrones de bandas
caracteristicos de cada especie. De esta forma hemos conseguido identificar todos los
aislados pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae.

Para la identificacion de aquellas especies para las que no se disponia de
cebadores especificos se recurrié a secuenciar un fragmento de aproximadamente 650
pb amplificado con los oligonucledtidos ITS4 e ITSS (en basidiomicetos alrededor de
800 pb) y la secuencia obtenida se compard con las secuencias presentes en la base de
datos GenBank lo que permiti6 una identificacion mdas fidedigna. Realizando un
alineamiento multiple con las secuencias obtenidas a partir del fragmento amplificado
con los iniciadores ITS4 e ITS 5 (White y col., 1990) de cada una de las especies a
estudio se realiz6 un dendrograma que permitid poner de manifiesto las relaciones
filogenéticas existentes entre las distintas especies implicadas.

En 1992 Higuchi y col., introdujeron una modificacion de la PCR convencional,
posibilitando la amplificacion y deteccion simultdnea de secuencias de ADN especificas
mediante la adicion de bromuro de etidio a la reaccion. La fluorescencia emitida por
union del bromuro de etidio era proporcional a la cantidad de ADN de doble cadena
presente en el tubo de reaccidon, que podia ser monitorizado para seguir el proceso en
tiempo real. El afio siguiente publicaron una nueva técnica conocida como PCR cinética
o PCR a tiempo real (Higuchi y col., 1993). Ademas del bromuro de etidio, actualmente
se han desarrollado fluor6foros capaces de excitarse y por tanto de emitir fluorescencia.
Algunos como el SYBR" Green I son inespecificos y, al igual que el bromuro de etidio,
se une al ADN emitiendo una fluorescencia directamente proporcional a la cantidad de
ADN de doble cadena presente en la muestra (Wittwer y col., 1997). Otros sistemas
incorporan sondas especificas homoélogas a una secuencia interna a la amplificada por
los dos cebadores. Las sondas especificas pueden clasificarse en sondas de hidrolisis y

sondas de hibridacion.
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Las sondas de hidrolisis son digeridas durante la fase de extension de los
cebadores por la accion exonucleasa 5°-3” de ciertas polimerasas (Holland y col., 1991),
produciéndose en ese momento la emision de fluorescencia. Entre este tipo de sondas
destacan las TagMan® y las sondas TagMan® MGB (Minor Groove Binder), ambas
desarrolladas por Applied Biosystems. Estin marcadas en sus extremos con dos
fluorocromos, el del extremo 5° denominado reporter o donador de electrones, emite
fluorescencia y ésta puede ser captada por el fluorocromo anclado en el extremo 3, que
se denomina quencher o aceptor de electrones, cuando la distancia que existe entre
ambos es inferior a 10 nm. Hoy en dia existen quencher que no emiten sefal
fluorescente y se denominan “quencher no fluorescente” (NFQ) o quencher oscuro,
provocando, por tanto, un ruido de fondo menor que favorece la exactitud y precision de
los resultados. Durante la fase de hibridacion de cada ciclo de PCR, la sonda se une a su
secuencia diana situada entre los dos cebadores. Cuando la polimerasa empieza a
extender las cadenas de ADN se encuentra con la sonda y la digiere debido a su
actividad 5°-3" exonucleasa. La degradacion de la sonda permite que se liberen los
nucleodtidos y ambos fluorocromos que la formaban, quedando éstos en la soluciéon a
una distancia superior a la necesaria para que se produzca transferencia de energia, por
lo que se produce emision de fluorescencia directamente proporcional a la cantidad de
reporter liberado (Heid y col., 1996) (Figura 1). Las sondas MGB son similares a las
sondas TagMan®, pero presentan la particularidad de unirse al surco menor del ADN, lo
que favorece la estabilidad y especificidad de la hibridacion (Kutyavin y col., 2000).
Esto permite el disefio de sondas de menor tamafio (entre 13 y 20 pb) particularmente en
el caso de secuencias ricas en A y T, en las que las sondas TagMan® presentarian una

longitud excesiva. Este hecho favorece un disefio mas versatil de los sistemas RTi-PCR.

/ mFluorescencia absorbida \
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Figura 1. Esquema representativo de la actividad 5’-3’ endonucleasa y exonucleasa de la
Qq ADN polimerasa sobre una sonda TagMan® (R: reporter; Q: quencher). /

64



Capitulo IT: Identificacién molecular de hongos

Las sondas de hibridacion, por el contrario, no sufren un proceso de hidrolisis
durante cada ciclo de PCR, y la fluorescencia se origina durante la fase de hibridacion,
en la cual se produce una relajacion de su estructura que permite una separacion
suficiente del reporter respecto del quencher para que se produzca emision de
fluorescencia directamente proporcional a la cantidad de ADN sintetizado. Entre ellas
destacan:

- Sondas FRET (Witwer y col., 1997). Se trata de dos sondas de secuencias especificas,
una marcada en su extremo 3" y la otra en su extremo 5" con dos fluorocromos
diferentes. Estas dos sondas hibridan adyacentemente en la secuencia diana de modo
cabeza con cola. Cuando ambas estdn juntas, la fluorescencia producida por la
estimulacion de la fuente en uno de los fluorocromos, induce la fluorescencia del otro
situado en la segunda sonda mediante el fendmeno de transferencia de energia.

- Molecular Beacon (Tyagi y Kramer, 1996). Se trata del tipo mas simple de sondas que
forman un hairpin u horquilla. Presentan un bucle homoélogo a la secuencia que se desea
amplificar y que esta flanqueado por dos secuencias complementarias entre si,
generalmente de 3 a 6 pb, que cierran la horquilla. En cada extremo de la sonda existe,
ademas, un quencher y un reporter. Cuando la molécula esta en solucion, la horquilla
esta cerrada, de manera que éstos estan situados proximos, no detectandose
fluorescencia. Durante la fase de desnaturalizacion, en cada ciclo de PCR, las
secuencias complementarias que cierran la horquilla se separan, relajandose la
estructura. En la fase posterior de hibridacion, la sonda Molecular Beacon se unira a su
secuencia homodloga manteniéndose su estructura desdoblada, con lo que el reporter se
encuentra separado del quencher a una distancia superior a la necesaria para que se
transmita la energia. Consecuentemente, la fluorescencia emitida serd proporcional a la
cantidad de reporter libre, es decir, a la cantidad de ADN sintetizado.

- Sondas Scorpion™ (Whitcombe y col., 1999) son oligonucledtidos formados por un
cebador con una region funcional y una extension en forma de horquilla en el extremo
5’. El bucle de la horquilla esta formado por la secuencia complementaria a la diana. En
el extremo 5° se encuentra el fluorocromo reporter y en el extremo 3" el quencher, en
este punto del extremo 3" se une a la zona funcional de la sonda que consiste en un
cebador complementario a nuestra secuencia. Se une mediante un monoémero que
impide la extension denominado bloqueador de la PCR. Este cebador se une durante la

fase de hibridacion a la diana y durante la extension la sonda Scorpion™ se despliega
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completamente para unir también la secuencia de la horquilla, separando el reporter y el
quencher y emitiéndose por tanto fluorescencia.

La RTi-PCR permite monitorizar la amplificacion a lo largo del tiempo mediante
deteccion de fluorescencia en un tubo cerrado sin interferir con la reaccion. Esto permite
una serie de ventajas (Schmittgen, 2001):

a) La capacidad de generar resultados entre 30 min y 3 horas, dependiendo del

tipo de termociclador.

b) Mayor sensibilidad que las PCR convencionales.

¢) Posibilidad de automatizacion a gran escala de la metodologia.

d) Menor riesgo de contaminacion ya que no requiere manipulacioén post-PCR.

€) Menor variacion en los resultados.

Una primera aproximacion de esta técnica aplicada a la deteccion de P.
chlamydospora fue publicada por Overton y col (2004). En ese trabajo se disefiaron dos
oligonucledtidos iniciadores especificos para P. chlamydospora que amplificaban un
fragmento de 320 pb utilizando PCR a tiempo real con SYBR® Green. Posteriormente
la técnica ha sido mejorada por Edwards y col. (2007), mediante la aplicacion de PCR a
tiempo real con tecnologia TagMan®. Con este sistema son capaces de amplificar un
fragmento de 197 pb, utilizando como material de partida muestras de agua recogidas
de invernadero. En este trabajo a pesar de obtener unos limites de deteccion buenos (10
esporas/ml), los datos no se repiten en los tres replicados realizados y los coeficientes de
correlacion obtenidos en la curva patron realizada para la cuantificacion de esporas son
bajos (R*=0.73449). En la presente memoria se disefiaron dos cebadores especificos y
una sonda TagMan® para la detecciéon de P. chlamydospora mediante RTi-PCR con el

objeto de mejorar la sensibilidad de los sistemas propuestos anteriormente.
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Materiales y métodos

1. Inoculacion de material vegetal para ensayos in vitro
La inoculaciéon de sarmientos para la deteccion de hongos a partir de muestras
vegetales, se realizé segun el protocolo descrito en el apartado de materiales y métodos

del capitulo I'V.

2. Obtencion de ADN gendmico
Se optimizé el método de extraccion de ADN en funcion de la calidad y cantidad

necesaria para cada uno de los ensayos:

2.1. extraccion rapida para identificacion de especies

Las extracciones de ADN se realizaron a partir de micelio fresco crecido en placa
Petri a 25° C en medio PDA, utilizando REDExtract-N-Amp Kit (XNAP) (Sigma, St.
Louis, Missouri, USA) siguiendo las instrucciones del proveedor. Posteriormente se

realizé la amplificacion con el mismo Kit.

2.2. extraccion de ADN a partir de material vegetal inoculado

Las extracciones de ADN a partir de material vegetal se realizaron siguiendo el
protocolo descrito por Tegli y col., (2000a) incubando 3 astillas en 5 ml de medio
liquido (extracto de malta) durante un periodo de 3-5 dias en agitacion. Se centrifug6 el
micelio de 1 ml de cultivo y se extrajo el ADN del precipitado mediante REDExtract-N-
Amp Kit (XNAP) (Sigma, St. Louis, Missouri, USA).

3. Analisis mediante PCR

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador Gene Amp
PCR System 9700 (Applied Biosystems). Los oligonucledtidos iniciadores fueron
suministrados por la firma comercial IZASA (Barcelona, Espafa). Los productos

amplificados se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE.
3.1. Amplificacion con cebadores universales

Para la amplificacion y posterior secuenciacion de los aislados, se utilizaron los

oligonucleo6tidos iniciadores universales ITS4 e ITS5 (White y col., 1990). La mezcla de
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la reaccion se prepard en un volumen final de 30 pl utilizando 1x REDExtract-N-Amp
tampon de PCR (XNAP Kit), 0,4 uM de cada uno de los oligonucleodtidos iniciadores
ITSS (sentido) (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS 4 (antisentido) (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), y aproximadamente 50 ng de ADN fungico
(Figura 2). Las condiciones de amplificacion consistieron en un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 95° C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a
95° C durante 1 minuto, hibridacion a 58° C durante 1 minuto y extension a 72° C
durante 1 minuto, concluyendo con un paso de extension final a 72° C durante 10
minutos.

La identificacion de las distintas especies de Botryosphaeriaceae se realizo
mediante PCR con los oligonucledtidos iniciadores ITS 1 (White y col., 1990) y NL4
(O’Donell, 1993) que amplifican la region ITS1, el ADNr 5,8S, la region ITS2 y los
dominios D1/D2 del ADN ribosémico 28S. La mezcla de la reaccion se preparé en un
volumen final de 20 pl utilizando 1x REDExtract-N-Amp tampon de PCR (XNAP Kit),
0,4 uM de cada uno de los oligonucledtidos iniciadores ITS1 (sentido) (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) y NL4 (antisentido) (5’-GGTCCGTGTTTCAAGA
CGG-3’), y de 50-100 ng de ADN fungico (Figura 2). Las condiciones de amplificacion
consistieron en un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95° C durante 5 minutos, seguido
de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94° C durante 30 segundos, hibridacion a 50° C
durante 30 segundos y extension a 72° C durante 1 minuto, concluyendo con un paso de

extension final a 72° C durante 10 minutos.

4 TS 1TsL A

ITS1 ITS2

<« <
1TS4 NL4

Figura 2. Representacion esquematica de una unidad de ADNr y localizacion de los
K iniciadores universales ITS4, ITS5, ITS1 y NL4 utilizados en este trabajo. /

3.2. Amplificacion con cebadores especificos
3.2.1. Identificacion especifica de aislados de P. chlamydospora
Para la identificacion de los aislados de P. chlamydospora se utilizaron
los oligonucleétidos iniciadores Pchl y Pch2 (Tegli y col., 2000). La mezcla de la
reaccion se prepard en un volumen final de 25 pl conteniendo tampon de PCR 1x,

preparado a partir de tampén 10x proporcionado con la enzima, 2 mM de MgCl,, 200
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uM de dNTPs, 0,5 unidades de Taq polimerasa (Biotools, Madrid, Espafia), 0,5 uM de
cada uno de los oligonucledtidos iniciadores Pchl (sentido) (5’-CTCCAACCCT
TTGTTTATC-3’) y Pch2 (antisentido) (5’-TGAAAGTTGATATGGACCC-3’), y
aproximadamente 50 ng de ADN gendmico. Las condiciones de amplificacion
consistieron en un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95° C durante 3 minutos, seguido
de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 © C durante 1 minuto, hibridacion a 62 ° C
durante 1 minuto y extension a 72 ° C durante 1 minuto, concluyendo con un paso de
extension final a 72 © C durante 5 minutos.
3.2.2. Identificacion especifica de aislados de P. aleophilum

Para la identificacion de los aislados de P. aleophilum se utilizaron los
oligonucleoétidos iniciadores PallN y Pal2 (Tegli y col., 2000). La mezcla de la reaccion
se prepar6 en un volumen final de 25 pl conteniendo tampén de PCR 1x, preparado a
partir de tampon 10% proporcionado con la enzima, 2mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs,
0,5 unidades de Taq polimerasa (Biotools, Madrid, Espana), 0,5 uM de cada uno de los
oligonucleotidos iniciadores PallN (sentido) (5’-AGGTCGGGGGCCAAC-3’) y Pal2
(antisentido) (5’-AGGTGTAAACTACTGCGC-3’), y aproximadamente 50 ng de ADN
genomico. Las condiciones de amplificacion consistieron en un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 95° C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a
95° C durante 1 minuto, hibridacion a 65° C durante 1 minuto y extension a 72° C
durante 1 minuto, concluyendo con un paso de extension final a 72° C durante 5
minutos.

3.2.3. Identificacion especifica de aislados de Cylindrocarpon spp.

Para la identificacion de los aislados de Cylindrocarpon spp. se
utilizaron los oligonucleétidos iniciadores Destl y Dest4 (Hamelin y col., 1996) o CylF
y CylR (Dubrovsky y Fabrititus, 2007). La mezcla de la reaccién se prepar6 en un
volumen final de 25 pl conteniendo tampon de PCR 1x, preparado a partir de tampon
10x proporcionado con la enzima, 2mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs, 0,5 unidades de
Taq polimerasa (Biotools, Madrid, Espaiia), 0,5 uM de cada uno de los oligonucle6tidos
iniciadores Destl (sentido) (5’-TTGTTGCCTCGGCGGTGCCTG-3’) y Dest4
(antisentido) (5’-GGTTTAACGGCGTGGCCGCGCTGTT-3’) y aproximadamente 50
ng de ADN genomico. Las condiciones de amplificacion consistieron en un ciclo inicial
de desnaturalizacion a 95° C durante 3 minutos, seguido de 30 ciclos de

desnaturalizacién a 95° C durante 1 minuto, hibridacion a 61° C durante 1 minuto y
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extension a 72° C durante 1 minuto, concluyendo con un paso de extension final a 72° C
durante 7 minutos.

La amplificacién con los cebadores CylF (sentido) (5’-CCAAACCCC
TGTGAACATAC-3") y CylR (antisentido) (5’-TGTGCTACTACGCAGAGGAA-3’)
se llevo a cabo en las mismas condiciones que con los cebadores Destl y Dest4 pero
realizando la hibridacion de los cebadores a 56° C.

3.2.4. Identificacion especifica de aislados de E. lata

Para la identificacion de los aislados de E. lata se utilizaron los
oligonucleoétidos iniciadores latal y lata 2.2 (Lecomte y col., 2000). La mezcla de la
reaccion se prepardé en un volumen final de 25 pl conteniendo tampon de PCR 1x,
preparado a partir de tampon 10x proporcionado con la enzima, 2mM de MgCl,, 200
uM de dNTPs, 0,5 unidades de Taq polimerasa (Biotools, Madrid, Espafia), 0,5 uM de
cada uno de los oligonucleodtidos iniciadores latal (sentido) (5’- GAGCTACCCTG
TAGCCCGCTG -3’) y lata2.2 (antisentido) (5’- GACGTCAGCCGTGACACACC -3°),
y aproximadamente 50 ng de ADN gendémico. Las condiciones de amplificacion
consistieron en un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94° C durante 3 minutos, seguido
de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94° C durante 30 segundos, hibridacién a 67° C
durante 30 segundos y extension a 72° C durante 1 minuto, concluyendo con un paso de

extension final a 72° C durante 5 minutos.

4. Electroforesis en geles de agarosa

La separacion de los fragmentos amplificados mediante electroforesis se llevo a
cabo en geles de agarosa (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU). El gel se preparé en
tampon TBE 1x fundiendo la agarosa (1% p/v) en microondas. Posteriormente, se
enfri6 hasta 50° C y se dejo solidificar en la bandeja de electroforesis. Se tomd una
alicuota de cada fragmento amplificado a los que se anadié tampdn de carga 6x (5:1),
suministrado junto con el marcador de peso molecular PCR Marker 50-2.000 pb
(Sigma). La electroforesis se llevd a cabo en tampon TBE 1x aplicando un voltaje de
100 mV. Los geles se incubaron durante 15 minutos en una solucién de bromuro de
etidio (0,2 ng/ml). Los fragmentos amplificados se visualizaron por iluminacién con luz

ultravioleta y se fotografiaron (gelDoc 1000 Bio-Rad).
Tampon TBE 10x: pesar 108 g de Tris base, 55 g de 4cido borico y afiadir 40 ml de
EDTA 0,5 M pH 8,0, completar con agua destilada hasta un volumen de un litro y finalmente

ajustar el pH si fuese necesario a 8,3.
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5. Purificacion de los fragmentos amplificados

Para la identificacion de aquellos aislados de los que no se dispone de
oligonucleotidos iniciadores especificos, se recurrid6 a purificar y posteriormente
secuenciar los fragmentos amplificados. Una vez comprobado, mediante electroforesis,
el éxito de la amplificacion los fragmentos en solucion se purificaron con GFX PCR
DNA Purification kit (Amersham Biosciences GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino

Unido) para su posterior secuenciacion, siguiendo las instrucciones del proveedor.

6. Cuantificacion de acidos nucleicos

La concentracion del ADN extraido asi como de los fragmentos amplificados y
purificados se cuantifico6 midiendo la densidad Optica a una absorbancia de 260 nm con
NanoDrop”® Spectrophotometer ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington,
Delaware Estados Unidos). La calidad del ADN se determin6 por medida de la relacion
entre la absorbancia a 260 nm y a 280 nm considerandose preparaciones puras valores

cuyo cociente fue proximo a 1,8.

7. Secuenciacion

Los fragmentos amplificados fueron secuenciados en el Laboratorio de Técnicas
Instrumentales de la Universidad de Ledn. Para la reaccién de secuenciacion se utilizod
DYEnamic ET Dye Terminator kit (MegaBACE, Amersham). La amplificacion se llevo
a cabo en un termociclador MJ Research PTC-200. Los fragmentos de ADN se
analizaron en un secuenciador MegaBACE 500 (Amersham) Las secuencias obtenidas
fueron editadas con Chromas v 1.45 (Conor McCarthy, School of Health Sciences
Griffith University, Southport, Australia), y se realizo un BLASTN (Basic Local
Alignment Search Tool) en la base de datos GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) para establecer la especie con la que compartian
mayor homologia, considerando una identificacion definitiva cuando los porcentajes de

homologia estaban comprendidos entre el 98 y el 100%.

8. Relaciones filogenéticas

Se secuenciaron los amplicones ITS4-5 de los hongos asociados a los decaimientos
de la vid aislados a partir de las 256 plantas utilizadas en este trabajo. Para el estudio de
las relaciones filogenéticos existentes entre los distintos géneros implicados, se

eligieron cinco secuencias representativas de cada una de las especies y se incluy6 una
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secuencia de cada especie procedente de la base de datos GenBank: Phaeomoniella
chlamydospora AF266653, Phaeoacremonium aleophilum AF197983, Neonectria
macrodidyma DQ093687.1, Cylindrocarpon liriodendri DQ178163.1, Neonectria
radicicola AY997532.1, Diplodia seriata AY662397.1, Diplodia mutila AY972107.1,
Botryosphaeria dothidea DQI177876.1, Neofusicoccum parvum AY236944.1,
Dothiorella sarmentorum AY573208.1, Dothiorella iberica AY573216.1, Dothiorella
viticola EF445361.1, Eutypa lata AY787699.1, Phomopsis viticola AY485784.1,
Fomitiporia mediterranea AY849303.1 y Stereum hirsutum AY854063.1. El estudio de
las relaciones filogenéticas existentes entre los distintos géneros y especies implicadas
se realiz6 mediante comparacion de secuencias con el programa Clustal W 2.0.5
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) y posteriormente se construyo el
dendrograma correspondiente al alineamiento mediante el programa MEGA version 4

(Tamura y col., 2007).

9. ldentificacidn de especies de Botryosphaeriaceae por patrones de restriccion

Tras la amplificacion con los oligonucleodtidos iniciadores ITS1 y NL4 (apartado
3.1, Materiales y métodos, Capitulo II), se procedid a la digestion de dicho fragmento
con endonucleasas BSuRI, Tagl, Sau96l (Bioron Gmbh, Ludwingshagen, Alemania) y
Alul (Biotools Biotechnological and Medical Laboratories S.A, Madrid, Espana). Las
digestiones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pl conteniendo 5 ul del
fragmento a digerir, 2U de enzima, y 1x tampon segun las instrucciones del proveedor.
La mezcla de reaccion se incubd durante 2 horas en un termobloque (Thermomixer
comfort eppendorff, Hamburg, Alemania). En el estudio se incluyeron ocho cepas
procedentes de la coleccion de hongos CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures,
Utrecht, Holanda) correspondientes a cada una de las especies de Botryosphaeriaceae
asociadas a los decaimientos de la vid, que sirvieron como referencia en los analisis de
los patrones de restriccion (Tabla 1).

Los fragmentos de ADN fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al

3% usando 1x TBE como tampdn y un voltaje constante de 90 mV.

72



Capitulo IT: Identificacién molecular de hongos

Especie NUmero de acceso\

Diplodia seriata CBS 719.85
Diplodia mutila CBS 43182
Botryosphaeria dothidea CBS113190
Neofusicoccum parvum CBS 110301
Neofusicoccum ribis CBS 637.77
Neofusicoccum luteum CBS 110299
Lasiodiplodia theobromae CBS 11011
Dothiorella sarmentorum CBS 120.41

Tabla 1. Cepas de referencia utilizadas en el estudio de
patrones de restriccion.

10. Deteccion de P. chlamydospora y P. aleophilum por PCR multiple

Para la deteccion de ambos aislados en una tnica reacciéon se empled QIAGEN®
Multiplex PCR Kit (Cologne, Alemania) y los oligonucle6tidos iniciadores Pchl y Pch2
para la deteccion de P. chlamydospora y PallN y Pal2 para P. aleophilum (Tegli y col.,
2000). La mezcla de la reaccion se prepard en un volumen final de 10 pl conteniendo 5
ul de QIAGEN Multiplex PCR Master Mix, 1 pl de Soluciéon Q, 0,24 uM de cada uno
de los oligonucledtidos iniciadores y 50-100 ng de ADN.

Las condiciones de amplificacion consistieron en un ciclo inicial a 95 © C durante 15
minutos de activacion de la polimerasa (HotStarTaqg ADN polimerasa), seguido de 40
ciclos de desnaturalizacion a 94 ° C durante 30 segundos, hibridacion a 62 ° C durante 1
minuto y 30 segundos, y extension a 72 °© C durante 1 minuto y 30 segundos,
concluyendo con un paso de extension final a 72 ° C durante 10 minutos.

Los fragmentos de ADN fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al

3% usando 1x TBE como tampdn y un voltaje constante de 90mV.

11. Deteccion de P. chlamydospora mediante PCR a tiempo real

Para el andlisis de los resultados se tuvieron en cuenta una serie de parametros que se
esquematizan en la Figura 3:

La fluorescencia normalizada (Rn) es el cociente entre la fluorescencia que emite el

reporter y la emitida por la referencia pasiva (ROX). En el tampén de PCR
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generalmente se encuentra en dilucion un fluorocromo denominado ROX que emite
fluorescencia por igual en todos los pocillos y permite asi normalizar aquellas posibles
variaciones ocasionadas durante el pipeteo. El ARN, es la diferencia entre Rn y la
fluorescencia detectada en la linea basal. El incremento de fluorescencia normalizada
(ARn) durante la fase exponencial es directamente proporcional a la concentracion de
ADN. La linea basal estd formada por el intervalo de ciclos de PCR en los que no se
detecta un incremento exponencial de fluorescencia pero si que podemos detectar una
fluorescencia de fondo que varia en cada experimento, con lo que la linea basal se puede
fijar manualmente; por defecto se establece entre el primer ciclo y el ciclo anterior al
que se detecta un incremento exponencial de fluorescencia. El ciclo umbral o Cr
(threshold cycle) es el ciclo de PCR en el cual el incremento de la fluorescencia del
reporter se produce por encima de la linea basal y alcanza un umbral preestablecido. El
umbral (threshold) viene establecido por defecto por x10 SD de la fluorescencia que se
observa durante los ciclos que forman la linea basal, pero puede ser modificado

dependiendo del criterio que establezcamos.

. 3. Fase plateau
= - *-"*"“"’"‘Jr "
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Figura 3. Fases de una curva de amplificacion. La linea de puntos muestra la
curva de amplificacion de una muestra positiva y los triangulos representan un
control negativo que no ha amplificado. Rn, ARn y Cr (ver texto)

Se disefio un sistema de RTi-PCR para la deteccion de P. chlamydospora. El
método fue puesto a punto utilizando la quimica SYBR™ Green para posteriormente
optimizarlo usando tecnologia TagMan® que aumenta la especificidad y sensibilidad del

sistema.
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11.1. Aislados de P. chlamydospora utilizados

Para el disefio y puesta a punto del sistema de RTi-PCR se utilizaron 60 aislados
de P. chlamydospora (Tabla 3): 36 procedian de 26 cepas recogidas de distintas zonas
de la Peninsula, durante los afios 2004-2006, con edades comprendidas entre 5 y 80
afnos, y que presentaron sintomas de enfermedades de la madera; 7 aislados procedian
de plantas jovenes de Extremadura con sintomas; 5 aislados fueron obtenidos de plantas
de vivero; un aislado fue amablemente cedido por la Dra. R. Raposo (INIA, Madrid);
otros 2 aislados, LR9 y LR47, fueron cedidos desinteresadamente por el Dr. J.P. Péros
(INRA, Villeneuve-les-Maguelone, Francia); 7 aislados fueron cedidos por el Dr. Pablo
Garcia-Benavides (Centro Regional de Diagndstico de la Junta de Castilla y Leon,
Aldearrubia, Salamanca), y como referencia se incluyeron dos aislados obtenidos del

Centraalbureau voorschimmelcultures (CBS, Utrecht, Paises Bajos).

11.2. Disefio de oligonucleétidos y sonda

A partir de la secuenciacion del fragmento ITS amplificado con los cebadores
ITSS e ITS4 de 42 aislados de P. chlamydospora se realizé un alineamiento utilizando
la herramienta bioinformatica CLUSTALW, que permitié establecer una secuencia
consenso para el disefio del sistema. Los oligonucleotidos y las sondas utilizados para la
amplificacion (Tabla 2), fueron disefiados con el programa Primer Express version 2.0
(Applied Biosystems, Foster City, CA), y sintetizados por MWG-Biotech AG
(Ebensburg, Alemania). Las sondas TagMan® fueron marcadas en el extremo 5’ con el
fluorocromo FAM (6-carboxyfluoresceina) como donador de electrones (reporter) y en

3’ con BHQI1 (black hole quencher 1) como aceptor de electrones (quencher no

fluorescente).
Region Nombre Tipo Secuencia

diana
PchITS36E Cebador sentido 5-CCAACCCTTTGTTTATCATACCTTTG-3’

ITS1  PchITS118R  Cebador antisentido >~ 1GUCCAGAGGCGACTGA-3’
PchITS67P Sonda TaqMan® 5’-FAM-TTGGCAGACCCGTCCTTCGGG-BHQ-3’
PchITS417F  Cebador sentido 5-TGGCGGCGTCAAGAATG-3’

ITS 2 PchITS495R Cebador antisentido 5’-CAATAGGGCCAGGCCAAG-3’
PchlTS439P Sonda TaqMan® 5’-FAM-AGGTGCAGCGAGCAATCAAGCATA-BHQ-3’

Tabla 2. Cebadores y sondas utilizadas en este trabajo.
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11.3.Condiciones de amplificacion

El programa de amplificacion asi como las concentraciones de los reactivos se
optimizaron obteniendo las concentraciones que se describen a continuacion: 1%
TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0,3 pM de cada
oligonucleétido, 0,15 uM de la sonda TagMan® y 5 ng del ADN molde, en un volumen
final de 20 pl. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador 7500 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems) con el siguiente programa: 2 min a 50° C, 10 min a
95°C, y 50 ciclos de 1552 95°Cy 1 min a 60° C.

Los productos de PCR fueron analizados con el programa Sequence Detection

System version 1.2.3 (Applied Biosystems).

11.4. Especificidad del sistema RTi-PCR

La especificidad del sistema se comprobd a partir de 60 aislados del P.
chlamydospora (Tabla 2) y 16 aislados de otras especies de hongos asociados a los
decaimientos (Phaeoacremonium spp., Botryosphaeriaceae, Cylindrocarpon spp.,
Stereum hirsutum, Eutypa lata y Fomitiporia mediterranea) y 1 especie no patdégena de
vid (Alternaria solani) que se detallan en la Tabla 3. Todos los aislados fueron testados
bajo las mismas condiciones de amplificacion, y cada uno de los ADN fue previamente

amplificado con los cebadores ITS5 e ITS4 para comprobar la viabilidad de la muestra.

11.5.Sensibilidad del sistema
La sensibilidad del sistema disefiado se comprobd mediante la determinacion del
limite de deteccion (LOD) a partir de distintas concentraciones de ADN de P.
chlamydospora, asi como a partir de diluciones de esporas. En ambos casos se utilizo el
aislado de referencia P. chlamydospora CBS 239.74. Consideramos el limite de
deteccion (LOD) como la menor concentracion a la que se puede detectar un analito en
el 95% de las reacciones.
11.5.1. Extraccion de ADN
Las extracciones de ADN se realizaron con DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen,
Cologne, Alemania), a partir de 40 mg de micelio liofilizado y pulverizado en mortero
con nitrégeno liquido. El ADN resultante fue resuspendido en 100 pl de agua milliQ
estéril. La concentracion del ADN obtenido se midi6 mediante espectrometria

(NanoDrop®).
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11.5.2. Limite de deteccion a partir de ADN de P. chlamydospora

Se prepararon 11 diluciones de ADN extraido del aislado P. chlamydospora
CBS 239.74 (concentracion de partida 22,83 ng/ul), de manera que cada tubo de
reaccion contenia 108.000.000; 10.800.000; 1.080.000; 108.000; 10.800; 1.080; 108;
54; 21,6; 10,8 y 1,08 fentogramos de ADN respectivamente. Se realizaron 3
experimentos independientes, en los cuales cada concentracion se analiz6 por triplicado;
a excepcion de las 4 ultimas concentraciones que se analizaron 10 veces en cada ensayo
de RTi-PCR.

11.5.3. Cuantificacion de esporas

Para la obtencion de esporas de P. chlamydospora se partié de placas de micelio
crecido en PDA de aproximadamente 1 mes de crecimiento, a las que se anadio 1 ml de
de agua milliQ estéril. La placa se agitd para permitir que las esporas se liberasen al
agua, y éste fue recogido con pipeta en condiciones estériles. Se procedié al recuento de
las esporas obtenidas mediante camara de Neubauer” (BlauBrand, Alemania) y se
estim6 la concentracion aplicando la formula: Esporas/ml = N x 25 x 10%, siendo N el
numero medio de esporas por celdilla.

11.5.4. Limite de deteccion a partir de esporas de P. chlamydospora
A partir de una suspension de esporas de P. chlamydospora CBS 239.74 a una
concentracion de 557,8 x 10" esporas / ml, se prepararon 9 diluciones, de manera que
cada tubo de reaccion contenia 27.890, 2.789, 279, 100, 50, 20, 10, 5, y 1 esporas
respectivamente. Para cada una de las diluciones se realizaron 3 experimentos
independientes, en los cuales cada concentracion se analizé por triplicado; a excepcion
de las 4 ultimas concentraciones que se analizaron 10 veces en cada ensayo de RTi-

PCR.
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Resultados

1. Filogenia molecular de los hongos asociados a los decaimientos de la vid

La amplificacion a partir de los oligonucledtidos iniciadores ITS4 e ITSS
permitio obtener un fragmento de aproximadamente 650 pb en el caso de hongos
ascomicetos (P. chlamydospora, P. aleophilum, Cylindrocarpon spp., P. viticola, E.
lata, D. seriata, D. mutila, N. parvum, B. dothidea, Do. sarmentorum, Do. iberica y Do.
viticola) y de alrededor de 800 pb en especies de hongos basidiomicetos (S. hirsutum y

F. mediterranea) (Figura 4).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1000 pb
750 pb

500 pb

Figura 4. Productos de PCR obtenidos a partir de ADN de hongos asociados a los
decaimientos de la vid, utilizando los iniciadores 1TS4 e ITS5, separados por electroforesis
en gel de agarosa (1%b). P. chlamydospora (carril 1), P. aleophilum (carril 2), D. seriata (carril
3), Cylindrocarpon spp. (carril 4), P. viticola (carril 5), F. mediterranea (carriles 6 y 7), E. lata
(carril 8) y S . hirsutum (carril 9). Carril M: marcador de peso molecular de ADN en el que se
indican las bandas correspondientes a 1000, 750 y 500 pb.

La secuenciacion de los fragmentos amplificados y posterior comparacion de las
secuencias obtenidas con las depositadas en la base de datos GenBank permitid
identificar cada uno de los aislados, siendo D. seriata, P. chlamydospora, P. aleophilum
y Cylindrocarpon spp. las especies aisladas con mayor frecuencia. Ademas de las
especies asociadas a los decaimientos de la vid a las que se hizo referencia en el
capitulo I de esta memoria, se identificaron Cryptovalsa ampelina y Cylindrocarpon
olidum. C. ampelina fue aislada de una planta de 21 afios con sintomas de Yesca
procedente de la Ribera de Duero; esta especie fue descrita recientemente como
patdgeno de vid en Espafia (Luque y col., 2006). C. olidum hasta el momento, no habia
sido descrita como patdgeno de la vid en Espana, por lo que a pesar de que tan solo fue
aislada en dos cepas, una adulta con sintomas de Eutipiosis procedente de los Arribes

del Duero, y otra joven con sintomas de Pie Negro procedente de Castilla La Mancha se
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incluyo en los estudios de filogenia. La Figura 5 representa el dendrograma resultante
del alineamiento de las secuencias correspondientes al ADN ribosomico amplificado

con los cebadores ITS5 e ITS4.
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Figura 5. Dendrograma resultante del alineamiento de la regién ITS de especies
asociadas a los decaimientos de la vid. (MEGA 4, método Neighbor-joining, modelo
Kimura2. bootstrap 1000 repeticiones).
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2. ldentificacion de Phaeomoniella chlamydospora y Phaeoacremonium
aleophilum.

P. chlamydospora y P. aleophilum, asociadas a la enfermedad de Petri y a la Yesca,
son dos especies de crecimiento muy lento, por lo que su identificacion por métodos
clasicos puede tardar meses. Los cebadores descritos por Tegli y col. (2000) permiten
realizar un diagndstico mas rapido y especifico mediante PCR.

De esta forma se identificaron los aislados de P. chlamydospora por amplificacion
de un fragmento de 380 pb mediante los cebadores especificos Pchl y Pch2 (Figura 6,
izquierda) y una banda de 395 pb en los aislados de P. aleophilum con los cebadores

especificos PallN y Pal2 (Figura 6, derecha).

2000

2000

1000 1000

500 500
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Figura 6. Productos de PCR obtenidos con los iniciadores Pchl y Pch2 (izquierda) para
la deteccion de P. chlamydospora y con los cebadores PallN y Pal2 (derecha) para la
deteccién de P. aleophilum separados por electroforesis en gel de agarosa (1%). Izquierda:
P. chlamydospora CBS 239.74 (carrill 1), V13-1 (carril 2), LR9 (carril 3), C. destructans CBS
119.41 (carril 4), P. aleophilum CBS 631.94 (carril 5), D. seriata CBS 719.85 (carril 6) y
control negativo sin ADN (carril 7). Derecha: P. aleophilum CBS 631.94 (carril 1), Y174-1-1
(carril 2), C. destructans CBS 119.41 (carril 3), P. chlamydospora CBS 239.74 (carrill 4), D.
seriata CBS 719.85 (carril 5) y control negativo sin ADN (carril 6). Carriles M: marcador de
peso molecular de ADN 2Kb.

De las 256 plantas analizadas en el laboratorio en 52 de ellas se aislo P.
chlamydospora, y todos los aislados obtenidos dieron positiva la reaccion de
amplificacion con los cebadores Pchl y Pch2. De la misma manera en todos los aislados
obtenidos de las 55 plantas infectadas con P. aleophilum, se obtuvo amplificacion a
partir de los cebadores PallN y Pal2. En ambos casos se amplifico especificamente una
banda del tamafio indicado mientras que no se obtuvo ningln tipo de amplificacién en

el resto de especies aisladas.
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Para disminuir el tiempo necesario para la identificacion, y detectar de manera
precoz ambas especies a partir de material vegetal, se puso a punto un sistema de PCR
multiple que permitié detectar ambas especies en una Unica reaccion tanto a partir de
ADN de cada una de las especies purificado, como a partir de material vegetal

previamente inoculado (Figura 7).

-

500 pb

Figura 7. Amplificacion de ADN de P.
chlamydospora y P. aleophilum por PCR
multiple. Carriles 1-3: ADN de P.
aleophilum, ADN de P. chlamydospora,
mezcla de ADN de ambas especies.
Carriles 4-7: sarmientos inoculados con P.
chlamydospora, P. aleophilum y ambas
especies (6 y 7). Carril 8: control negativo
sin ADN. Carril M: marcador de peso

molecular de ADN 2Kb.

300 pb

N

3. ldentificacion de aislados pertenecientes al género Cylindrocarpon.

Como ya se comentd en el Capitulo I el porcentaje de aislamiento de
Cylindrocarpon spp. a partir de las 256 muestras analizadas en este trabajo, fue del 13%
(apartado 2, Resultados, Capitulo I). Hasta el momento tan solo se habian descrito dos
especies del género Cylindrocarpon asociados a los decaimientos de la wvid,
principalmente a la enfermedad de Pie negro: Cylindrocarpon macrodidymum
(Neonectria macrodydima) y Cylindrocarpon liriodendri (N. liriodendri).

La secuenciacion de ADNr amplificado con los cebadores ITS4 y 5 permitio
identificar la especie a la que pertenecia cada uno de los aislados, obteniéndose que la
especie mayoritariamente aislada fue N. macrodidyma (56,5% de los aislados), el 34,8
% resultaron ser C. liriodendri; y el 8,7% Cylindrocarpon olidum, especie no aislada
hasta el momento de cepas con sintomas de decaimiento en Espaiia.

Los cebadores Destl y Dest4 descritos para la amplificacion especifica de ADN
de C. destructans amplificaron todos los aislados que habian sido identificados como
Cylindrocarpon spp. en base a las caracteristicas morfologicas del cultivo, obteniéndose
en todos ellos un fragmento de 400 pb (Figura 8, izquierda). Estos cebadores no sélo
amplificaron ADN perteciente a C. destructans sino que también amplifican los aislados

de C. macrodidymum y C. liriodendri, por lo que no pueden considerarse iniciadores
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especificos de C. destructans. Los aislados de C. olidum no fueron amplificados con
estos cebadores por lo que tampoco pueden ser considerados especificos de género.

A partir de los cebadores CylF y CylR se amplific6 una banda de 395 pb en todos
los aislados identificados como Cylindrocarpon spp. (Figura 8, derecha) incluidos los
aislados de C. olidum. Esta reaccion no resulto ser tan especifica debido a que también

se obtuvo amplificacion en algunos aislados de Fusarium spp., género

M123456\

filogenéticamente cercano a Cylindrocarpon spp.

/M123456789
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Figura 8. Productos de PCR obtenidos con los iniciadores Destl y Dest4 (izquierda) y
CylF y CyIR (derecha) separados por electroforesis en gel de agarosa (1%). Izquierda: C.
destructans CBS 119.41 (carril 1), C. liriodendri (carril 2), N. macrodidyma (carril 3),
Cylindrocarpon spp. (carriles 4-7), C. olidum (carril 8), F. solani (carril 9). Derecha: C.

destructans CBS 119.41 (carril 1), N. macrodidyma (carril 2), D. seriata CBS 719.85 (carril 3),
Qchlamydospora CBS 239.74 (carril 4), C. olidum (carril 5) y control negativo sin ADN/

(carril 6). Carriles M: marcador de peso molecular de ADN 2Kb.

Para abordar el estudio de las diferencias existentes entre las secuencias ITS de
N. macrodidyma, C. liriodendri, C. olidum y F. solani, se realiz6 un alineamiento de los
fragmentos amplificados con los cebadores ITS4 e ITSS, secuencia en la que anillan
Destl/Dest4 y CylF/CyIR (Figura 9). Las secuencias de N. macrodidyma poseen una
homologia del 91% con las correspondientes a los aislados de C. liriodendri, siendo
idénticas en las regiones de anillamiento de los cebadores (salvo una base en Destl) por
lo que tanto Dest1/Dest4 como CylF/CylR amplifican ambas especies. C. olidum posee
12 bases complementarias de las 17 bases de los cebadores Destl/Dest4, razon por la
que sus aislados no son amplificados con estos cebadores; por el contrario poseen la
secuencia complementaria al cebador CylF y 15 bases de las 20 que anillan con el
cebador CylR, permitiendo la amplificacion de sus aislados con estos cebadores. F.
solani posee 11 de las 17 bases complementarias al cebador Destl y 13 de las 17 bases
complementarias a Dest4, razon por la que estos cebadores no amplifican los aislados
de F. solani; en cambio si son amplificados algunos de estos aislados con los cebadores
CylF y CylR ya que posee 17/20 y 16/20 bases complementarias a cada uno de ellos

respectivamente.
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L) N
GGAGGGATCATTAC-GAGTT-TACARACTCCCARARCCCCTGTGRAACATACCTAT-TTGTTG

GGAGGGATCATTACCGAGTT-TACAACTCCCARACCCCTGTGAACATACCTAT-TTGTTG
————————————— CCGAGTT-TACAALCTCCCARRCCCCTGTGAACATACCTAT-TIGITG
GEAGGGATCATTACCGAGTT-TACAACTCCCARACCCCTGTGRAACATACCTAT-TIGITG
GGAGGGATCATTACCGAGTT-TACRACTCCCARARCCCCTGTGRARCATACCTAT-TIGTTG
GGAGGGATCATTACCGAGTT-TACAACTCCCARACCCCTGTGAACATACCATTATCGTTG
————————————— CCGAGTT-TACALCTCCCRARRCCCCTGTGAACATACCATTATCOGTTG
GEAGGGATCATT-CCGAGTT-TACAACTCCCRARACCCCTGTGRAACATACCATTATCOGTTG
GGAGGGATCATTACCGAGTT-TACRACTCCCRARARCCCCTGTGRAACATACCATTATCGTTG
GGAGGGATCATTACCGAGTT-TACAACTCCCARACCCCTGTGAACATACCATTATCGTTG
GeAGGGATCATTACCGAGTTATACAACTCATCAARCCC - TETGAACATACCTAALRCCTTG
GGAGGGATCATTACCGAGTTATACAACTCATCAARCCC-TGTGARCATRACCTARARCGTTG
————————————— CCGAGTT-TACAALCTCCCRARRCCCCTGTGRACATACCTAT-——GITG
-GEAGGGATCATACCGAGTT - TACAACTCCCARACCCCTGTGAACATACCTAT - ——GTTG
GEAGGGATCATTACCGAGTT-TACAACTCCCARARCCCCTEGTGAACATACCTAT == GTTG

R R R R R R R R R OR ROR R R R R R ROR BT ROR R R R R R

CCTCGGCGGTG CCCGCCRAGRAGGLCCCCARRCC
CCTCGGCGGTG CCCGCCAGRAGGRCCCCARRCC
CCTCGGCGGTG CCCGCCAGAGGACCCCARRCC
CCICGGCGGETG CCCGCCAGAGGACCCCARRCC
CCTCGGCGGTG CCCGCCAGAGGRCCCCARRCC
CCTCGGCGGTG CCCGCCRAGRAGGRCCCARARCCC
CCTCGGCGGTG CCCGCCAGAGGACCCARRCCC
CCTCGGCGGETG CCCGCCAGAGGACCCARRCCC
CCTCGGCGGTG CCCGCCAGAGGRCCCARARCCC

CCTCGGCGGTG CCCGCCRAGRAGGRCCCARARCCC
CTTCGGCGGEALRCAGACGGCCCTGTAACARCGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCCTAACT
CITCGGECGEEANCAGRCGEGCCCTGTALCARCGEECCEGCCCCCEGCCAGRGGACCCCTAACT
CTTCGGECGGRACCACCCCAACCCCCTCGGGECGRAGEGG———-GCCGCCAGAGGACCCARLACC
CTTCGGCGGRACCACCCCAACCCCCTCGGGECGAGEGG——-GCCGCCAGAGGACCCARLACC
CITCGGCGGACCACCCCAACCCCCTCGGGELGAGGEG——-GCCGCCAGAGGACCCARDACC

LT - = R R = =
C———TIGATITACATTITAAGAR————GICTICIGAGTARACCGATTAALTAARTCARLACTT
C———TGATTACATTTAAGAR————-GTCTTICTGAGTARACCGATTALRLTAARTCALLACTT
C———TGATTACATTTAAGRAR————GITCTTICTGAGTRALACCGATTALLATRAARTCALRLACTT
C———TGATTACATTTAAGAA————GITCTTCTGAGTARACCGATTAAATAAATCARLACTT
C———TIGATITACATTITAAGAR————GICTICIGAGTARACCGATTAALTAARTCARLACTT
IT-——TGATTTITTATALACAGT————-ATCTTICTGAGTARAT-GATTALRLTCAATCARLACTT
IT-———TIGATTTTTATAACAGT ———ATCTTICTGAGTALAT-GATTALLTCAATCRALALACTT
IT-——TGATTTTTATAACAGT ——ATCTTCTGAGTARAT-GATTAAATCAATCARLACTT
I-———IGATITITATAACAGT ———ATCTICIGAGTARAT-GATTAAARTCARTCAARACTT
IT-——TGATTTITTATALACAGT————-ATCTTICTGAGTARAT-GATTALRLTCAATCARLACTT
C——-TIGITTITTAT--——-AATG-—---TTTTTICTGAGTALAC-AAGCARLATAARTTALLACTT
C———TGITTITTAT——AATG————TTTTTCTGAGTARAC-AAGCAARTAAATTAALACTT

CAACTIGITITITCCGTAACGRAAARCCTATICTGAGTGGARTTATTAAATAARTCARLACTT
CARLCTGITITITCCGTAACGRARCCTATTICTGAGTGGAATTATTARLTAAATCARAACTT
CARACTGTTTITITCCGTAACGRALRCCTATTCTGAGTGGAATTATTARLTAAATCARLACTT

o R CEE T Y = = R R R ROROR RO R R R R

TCALCARCGEATCTCTIGGTITICTGECATCGATGALGRACGCAGCGALATGCGATALGTAR
TCARLCARCGEATCTCTIGGTICTGGCATCGATGALAGRACGCAGCGARATGCGATALGTAR
TCAACARCGEGATCTCTIGGTTCTGECATCGATGAAGAACGCAGCGARATGCGATALGTAR
ICAACARCEEATCTCTIGEIICIGECATCGATGARGAACGCAGCGARATGCGATALGT AR
TCALCARCGEATCTCTIGGTITICTGECATCGATGALGRACGCAGCGALATGCGATALGTAR
TCARLCARCGEATCTCTIGGCTCTGGCATCGATGALAGRACGCAGCGARATGCGATALGTAR
TCAACARCGGATCTCTTGGCTCTGECATCGATGAAGAACGCAGCGARATGCGATALGTAR
ICAACARCEEATCTCTIGGCICIGECATCGATGAARGAACGCAGCGARATGCGATALGT AR
TCALCARCGEATCTCTIGGCTCTGECATCGATGALGRACGCAGCGALATGCGATALGTAR
TCARLCARCGEATCTCTIGGCTCTGGCATCGATGALAGRACGCAGCGARATGCGATALGTAR
TCAACARCGGATCTCTTGGCTCTGECATCGATGAAGAACGCAGCGARATGCGATALGTAR
ICAACARCEEATCTCTIGGCICIGECATCGATGAARGAACGCAGCGARATGCGATALGT AR
TCALCARCGEGATCTCTIGGCTCTGGCATCGATGALGRACGCAGCGRALATGCGATALGTAR
TCARLCARCGEATCTCTIGGCTCTGGCATCGATGALAGRACGCAGCGARATGCGATALGTAR
TCAACARCGGATCTCTTGGCTCTGECATCGATGAAGAACGCAGCGARATGCGATALGTAR
L T T
ITGTGAATTGCAGRATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCTAGTA
IGIGARATTGCAGAR AT TCAGTGAATCATCGAATCTTIGAACGCACATTGCGCCCGCTAGTL
IGTGARATTGCAGRATTCAGTGRAATCATCGRAATCTTTGRAACGCACATTGCGCCCGCTAGTR
IGTGRATTGCAGRATTCAGTGRATCATCGRAATCTTTGRAACGCACATTGCGCCCGCTAGTAR
ITGTGAATTGCAGRATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCTAGTA
IGIGARATTGCAGARATTCAGTGAATCATCGAATCTTIGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTR
IGTGRATTGCAGRATTCAGTGRAATCATCGRAATCTTTGRAACGCACATTGCGCCCGCCAGTR
IGTGRATTGCAGRATTCAGTGRATCATCGRAATCTTTGRAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAR
ITGTGAATTGCAGRATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTR
IGIGARATTGCAGARATTCAGTGAATCATCGAATCTTIGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTER
IGTGRATTGCAGRATTCAGTGRAATCATCGRAATCTTTGRAACGCACATTGCGCCCGCCAGTR
IGTGRATTGCAGRATTCAGTGRATCATCGRAATCTTTGRAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAR
ITGTGAATTGCAGRATTCAGTGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAR
IGIGARATTGCAGRATTCAGTGAACCATCGRAATCTTIGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTER
IGTGRATTGCAGRATTCAGTGRACCATCGRAATCTTTGRAACGCACATTGCGCCCGCCAGTR
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¥28-3-2a TTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCCCCCGGGETTGETGTT 335
¥160-23-2¢ TTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCCCCCGGGETTGETGTT 336
AY&TT230.1 TTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCCCCCGGGETTGETGTT 323
¥205-19-5a TTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCCCCCGGGETTGETGTT 336
¥238-3-1a TTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCCCCCGGGETTGETGTT 336
¥216-2-3 TTCTGECGEGECATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCCCCCGEGCTTGETGTT 336
AY67T270.1 TTCTGECGEGECATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCCCCCGEGCTTGETGTT 323
¥117-11-1a TTCTGECGEGECATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCCCCCGEGCTTGETGTT 335
¥S6-E-3a TTCTGECGEGECATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCCCCCGEGCTTGETGTT 336
¥160-54-1a TTCTGECGEGECATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCCCCCGEGCTTGETGTT 336
AM412633.1 TTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACARCCCTCAGGCCCCCGGGECTGGCGTT 343
¥112-34-1b TTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACARCCCTCAGGCCCCCGGGECTGGCGTT 343
AY&TT293.1 CTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCCCCCGGGETTGETGTT 340
¥160-47-1a CTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCCCCCGGGCTTGGTGTT 252
¥112-34-1c CTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCARCCCTCARGCCCCCGGGETTGETGTT 353
R R R R R R R R R W R W R R L -
¥98-3-2a GGGGATCGECE——AG———————— CCICC-————— GC-—————— GCCCGCCGTCCCCTARBATC 374
¥160-23-2¢ GGGGATCGECE——AG———————— CCICC-————— GC-—————— GCCCGCCGTCCCCTARBATC 375
AY677290.1 GGGGATCGECG——AG———————— CCICC-————— GC-—————— GCCCGCCGTCCCCTARATC 362
¥205-12-Sa GGGGATCGECE——AG———————— CCICC-————— GC-—————— GCCCGCCGTCCCCTARBATC 375
¥238-3-1a GGGGATCGECG—AG———————— CCTCC-———— GC—————— GCCCGCCGTCCCCTRARATC 375
¥216-2-3 GGAGATCGGCG——AG———————— CCCTCCG-——GG—————— GCGCGCCGGCTCCCRRATR 377
AY677270.1 GGAGATCGGCG——AG———————— CCCTCCG-——GG—————— GCGCGCCGGCTCCCARATA 364
¥117-11-1a GGAGATCGGCG——AG———————— CCCTCCG-——GG—————— GCGCGCCGGCTCCCRRATR 376
YE6-5-3a GGAGATCGGCG——AG———————— CCCTCCG-——GG—————— GCGCGCCGGCTCCCRRATR 377
¥160-54-1a GGAGATCGECG——AG———————— CCCTICCG-——-GG—————— GCGCGCCGGCTCCCARBATA 377
AM412633.1 GGGGATCGECEERARAG———————— CCCCCTIGTGGGE—————— ACACGCCGTCCCTCARATRE 394
¥112-34-1b GGGGATCGECEERARAG———————— CCCCCTIGTGGGE—————— ACACGCCGTCCCTCARATRE 394
AYE77293.1 GEGEGATCGECACARGECGEAGECTCCCCCEEGAGCCCCCCCGCCCGCCETCCCCCARATE 400
¥160-47-1a GGGEGATCGECACARGECGEAGECTCCCCCEEGAGCCCCCCCGCC-GOCGTCCCCCARATG 411
¥112-34-1c GGGGATCGGCACARGGCGGAGGCTCCOCCGEGAGCCCCCCCGCCCGOCGTCCCCCARBATE 413
L o o o o oy o L L - L - L - L o o
¥98-3-2 NG g Yo Ny -
8-3-2a TAGTGGCGETCTCGCTGTAGCT ICCTCTGCGTAGTAGC——ACACCTCGCA-CTGGGARBAT 431
¥160-23-2¢ TAGTGGCGETCTCGCTGTAGCTTCCTCTGCGTAGTAGC——ACACCTCGCA-CTGGGARAC 432
AY677290.1 TAGTGGCGETCTCGCTGTAGCTTCCTCTGCGTAGTAGC——ACACCTCGCA-CTGGGRRALC 419
¥205-19-5a TAGTGECGEICTICGCTGTAGCITCCICTGOGTAGTAGC——ACACCTCGCA-CTGGGARAC 432
¥238-3-la TAGTGECGETCTICGCTGTAGCITCCICTGCGTAGTAGC —ACACCTCGCA- CTGGGARAC 432
¥216-2-3 TAGTGECGETCCCGCTGTAGCITCCICTGOGTAGTAGC —ACACCTCGCA-CTGGARRAL 434
AY677270.1 TAGTGECGETCCCGCTGTAGCTTCCICTGOGTAGTAGC —ACACCTCGCA-CTGGARRAC 421
¥117-11-1a TAGTGECGETCCCGCTGTAGCTITCCICTGOGTAGTAGC —ACACCTCGCA-CTGGARRAL 433
¥E6-5—-3a TAGTGECGETCCCGCTGTAGCITCCICTGOGTAGTAGC —ACACCTCGCA-CTGGARRAL 434
¥160-54—-1a TAGTGGCGETCCCGCTGTAGCTTCCTCTGOGTAGTAGC——ACACCTCGCA-CTGGARBRAC 434
AM412633.1 CAGTGGCGETCCCGCCGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCARCTGGAGAGE 454
¥112-34-1b CAGTGGCGGTCCCGCCGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCARCTGGAGAGE 454
LYETT223.1 CAGTGGCGETCACGCCGCGGOCCCCCGTGOGTAGTAGC-AACACCTCGCA-CCGGAGECE 458
Y160-47-1a CAGTGGCGGTCACGCCGCGGOCCCCCGTGOGTAGTAGC-AACACCTCGCA-CCGGAGEC- 468
¥112-34-1c CAGTGGECGETCACGCCGCGECCCCCCETGOETAGTAGC AACACCTCGCA-CCGGAGEC- 470

¥88-3-2a
Y160-23-2c
AY&TT290.1
¥205-15-5a
¥23B-3-1la
¥21le-2-3
BYeTT2T0.1
¥117-11-1a
¥Y56-8-3a
¥160-54-1a
aM412633.1
¥112-34-1b

EREEE R R EE R REE R " o R R R R R R REREEER B EEE R RR

AGCECGECCACGCCETITARRCCCCCAACTT-CTGAACGTTTGACCTCGGATCR 483
AGCECGECCACGCCEITAR-CCCCCRAACTT-CTGAACGTTTGACCTCGGATCR 483
AGCECEECCACGCCEITARRCCCCCARCTT-CTGRARACGT—————————————— 457
AGCGCGECCACGCCEITARRCCCCCAACTT -CTGAACGTT -GACCTCGGATCRA 483
AGCGCGECCACGCCEITARRCCCCCAACTT -CTGARACGTT -GACCTCGGATCRA 483
AGCGCEECCACGCCEITARRCCCCCCACTTITCTGARLGETTGACCTCGGATCRA 487
AGCGCGECCACGCCEITARRCCCCCCACTT-CTGRARAAGE— ————————————— 459
AGCGCGECCACGCCEITARRCCCCCCACTT -CTGARAGETTGACCTCGGATCRA 485
AGCECEECCACGCCETITARRCCCCCCACTT-CTGAARGETTGACCTCGGATCR 486
AGCECEECCACGCCETITARRCCCCCCACTT-CTGAARGETTGACCTCGGATCR 486
GECECEECCATGCCGTARRARCACCCARCTT-CTGAATGTT-GACCTCGARATCAE 505
GECECEECCATGCCGTARRARCACCCARCTT-CTGAATGTT-GACCTCGARATCRE 505

BY&TT293.1 GICGTGCCCACGCCETIARRRCCCCCGACTTTTACARGE——————————————— 496

Y160-47-1a GTCGTGCC-ACGCCGTARRMCCCCCEACTTTTACAAGG——————————————— 505

¥112-34-1c GICGIGCCCACGCCGIARRMCCCCCGACTITTACAAGGTIGACCTCGRATCA— 522
- - - - L - - - - - -

Figura 9. Alineamiento de las secuencias amplificadas con los cebadores 1TS4 e ITS5 de N.
macrodidyma (Y98-3-2a, Y160-23-2c, Y205-19-5a, Y238-3-1la y AY677290.1), N. liriodendri (Y56-8-
3a, Y117-11-1a, Y160-54-1a, Y216-2-3 y AY677270.1), C. olidum (Y112-34-1c, Y160-47-la y
AY677293.1) y Fusarium solani (Y112-34-1b y AM412633.1). Las flechas indican las posiciones de los
cebadores Dest1/Dest4 (trazo continuo) y CylF/CyIR (trazo discontinuo).

84



Capitulo IT: Identificacién molecular de hongos

A partir del alineamiento anterior se generd un dendrograma que evidencio la
similitud existente entre las secuencias de N. macrodidyma y C. liriodendri, frente a las
secuencias de C. olidum y F. solani (Figura 10). En la elaboracion del dendrograma se
afiadioé una secuencia de P. chlamydospora obtenida del NCBI (EU018416).

00 | Y112-34-1b

| AM412633.1
AY677293.1
Y160-47-la  |C. olidum
Y112-34-1c
Y242-1-2a
Y244-2-5¢
Y240-1-2a
Y245-1-1¢
Y98-3-2a
Y159-4-1b
99 |y160-23-2¢
Y211-14-2¢
AY677290.1
Y205-19-5a
Y220-10-3¢
Y129-5-2b
Y217-3-6a
45 Y238-3-1a
AY677270.1
Y99-4-1a
Y156-4-5a
Y56-8-3a
Y160-54-1a
99 | Y215-2-1a
Y216-2-3
Y54-6-1a
Y111-4-2a
Y117-11-1a

:| Fusarium solani

99

N. macrodidyma

N. liiodendri

EU018416. ]Phaeomoniella chlamydosporg

0.15 0.10 0.05 0.00

Figura 10. Dendrograma resultante del alineamiento de la regién ITS de aislados de
N. macrodidyma, N. liriodendri, C. olidum y Fusarium solani introduciendo un aislado
de P. chlamydospora como referencia. (MEGA 4, método Neighbor-joining, modelo
Kimura2, bootstrap 1000 repeticiones).

85



Capitulo IT: Identificacién molecular de hongos

4. ldentificacion de aislados de Eutypa lata

A pesar de que se considera a Eutypa lata la principal especie causante de la
Eutipiosis, de las 256 plantas analizadas tan so6lo se aislo en 9 plantas, todas ellas
adultas, de las cuales 5 presentaban sintomas de Eutipiosis y 4 presentaban sintomas de
Yesca. La identificacion por PCR a partir de los cebadores latal y lata2.2 no siempre
fue posible ya que no hubo amplificacion en todos los aislados ensayados. En los casos

en los que la identificacion por PCR fue positiva se amplifico un fragmento de 385 pb

(Figura 11).

O |
Figura 11. Productos de PCR

2000 obtenidos con los iniciadores latal y
lata2.2. E. lata CBS101932 (carril 1),
CC260 (carril 2), Y196-4-5 (carril 3),
Y221-5-2 (carril 4), Y227-3-5 (carril
5), Y223-2-1 (carril 6), Cryptovalsa
ampelina (carril 7), P. aleophilum CBS
631.94 (carril 8) y control negativo sin
ADN (carril 9). Carril M: marcador de

peso molecular de ADN 2Kb.

La zona de alineamiento de los cebadores latal y lata2.2 se localiza en la region

3 4 5 6 7 8 9

1000

200

300

-

ITS por lo que se realiz6 un andlisis de las secuencias amplificadas con los cebadores
ITS4 e ITSS de los distintos aislados, para comprobar si existia alguna diferencia que
explicara la no amplificacion de parte de los aislados con los cebadores especificos. El
alineamiento mostré que las zonas de anillamiento de los cebadores tan so6lo se
distinguen en una base en la secuencia complementaria al cebador latal. Los aislados
que no fueron amplificados con los cebadores presentaban una mutacion puntual, una T

en lugar de una C, en la posicion 16 del cebador..

5. Identificacion de especies de Botryosphaeriaceae por patrones de restriccion.
Como ya se indic6 en el capitulo I de esta memoria los miembros de la familia
Botryosphaeriaceae aparecieron en el 43% de las cepas analizadas, constituyendo uno
de los grupos de hongos mayoritarios. La amplificacion de la region ITS y la posterior
comparacion de las secuencias obtenidas (Figura 12), evidencidé la gran similitud
existente entre algunas de las especies a estudio. El alineamiento revel6 la existencia de
tres grupos de homologia entre las seis especies estudiadas: grupo I formado por Do.

iberica y Do. sarmentorum que presentd una homologia del 100%, grupo II formado
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por D. seriata y D. mutila con una homologia del 99% y el grupo III formado por B.

dothidea y N. parvum que a pesar de pertenecer a géneros diferentes presentaron una

homologia del 97%, en esa region del genoma.

E.dothidea
N.parsum
Do.iberica

Do. sarmentorum
D.mutila
D.seriata

E.dothidea
N.parsum
Do.iberica

Do. sarmentorum
D.mutila
D.seriata

E.dothidea
N.parsum
Do.iberica

Do. sarmentorum
D.mutila
D.seriata

E.dothidea
N.parsum
Do.iberica

Do. sarmentorum
D.mutila
D.seriata

E.dothidea
N.parsum
Do.iberica

Do. sarmentorum
D.mutila
D.seriata

B.dothidea
N.parvum
Do.iberica

Do. sarmentorim
D.muatila

I, geriata

B.dothidea
N.parvum
Do.iberica

Do. sarmentorim
D.muatila

I, geriata

B.dothidea
N.parvum
Do.iberica

Do. sarmentorim
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Figura 12. Alineamiento de secuencias correspondientes a la region ITS amplificada
los cebadores
Botryosphaeriaceae asociadas a los decaimientos de la vid.
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AGAATTCAGTFAATCATCGAATCTTTGALCGCACATTGCGCCCCTTGETATTCCGGLEEE
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ACACCTCGCTTTGGAGCGETTGGCGTCGOCCGCCGFACGAACT 461

FTEEREFEFEFIEIETS & FEFEFTAFTETFFTAFTATESTESANAES S

ITS4 e ITS5 de las principales especies de

la familia

a9
a0
a0
59
a0

119
1lla
103
103
117
1lla

179
17a
la3d
163
177
17a

239
238
223
223
237
238

299
Z93
283
283
297
Z93

359
358
343
343
337
358

4la
414
395
393
417
41§

87



Capitulo IT: Identificacién molecular de hongos

La identificacion de las distintas especies de esta familia se realiz6 en base a los
patrones de restriccion del amplimero ITSI1/NL4 (1200 pb) obtenidos con las
endonucleasas Tagl, BsuRI, Sau96 y Alul:

Taql permitio distinguir D. seriata, D. mutila, B. dothidea y N. parvum, especies
que mostraron bandas especificas de 124 pb, 173 pb, 243 pb y 117 pb respectivamente
(Figura 13, izquierda). Con BSuRI se identificaron D. seriata, B. dothidea y N. parvum,
por la presencia de bandas especificas de 113 pb, 716 pb y 268 pb respectivamente
(Figura 13, derecha). Con Alul se obtuvo una banda de 316 pb en los aislados de Do.
iberica y Do. sarmentorum que permitio diferenciarles del resto de las especies de
Botryosphaeriaceae, sin embargo no se obtuvo ninguna banda que permitiera diferenciar
ambas especies por lo que hubo que recurrir a la secuenciacion para su identificacion.
Con la endonucleasa Sau96 se obtuvieron dos bandas especificas de 254 y 240 pb en los
aislados de N. parvum; una banda de 1.002 pb en B. dothidea, en D. seriata se obtuvo

una banda especifica de 63 pb y en D. mutila de 112 pb.

M1 2 3 4 5 6 78 9 10 M1 2 3 4 56 7 8 910

2000 2000

1000 1000

T14

500 ann

300
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300
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150

113

Figura 13. Identificacion de especies de Botryosphaeriaceae por restriccion con
endonucleasas. Restriccion con Tagl (izquierda) y BSUuRI (derecha) de D. seriata (carriles 1-3:
D. seriata CBS 719.85, Y121-14-1, Y84-1-1), D. mutila (carriles 4-6: D. mutila CBS 43182,
Y63-1-1, Y126-79L-1), B. dothidea (carriles 7 y 8: B. dothidea CBS 113190, Y127-8-1) y N.
parvum (carriles 9 y 10: N. parvum CBS 110301, Y91-3-1). Los recuadros sefialan las bandas
caracteristicas de cada una de las especies. Carril M marcador de peso molecular de 2Kb.

Como ya se indico en el Capitulo I, la identificaciéon de las especies de
Botryosphaeriaceae mediante enzimas de restriccion permitid establecer el grado de
implicacion de cada una de las especies en las muestras analizadas (Figura 14). En
aquellos casos en los que el andlisis de los patrones de restriccion no permitieron una
identificacion definitiva, como en el caso de algunos aislados de Do. sarmentorum, Do.

iberica o Do. viticola, se recurrid a la identificacion por secuenciacion del amplimero
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ITS4/5. Teniendo en cuenta los datos obtenidos a partir de las 256 muestras analizadas,
la especie mayoritaria resultdo ser D. seriata aislada en el 59 % de las muestras que
poseian alguna especie de la familia Botryosphaeriaceae, seguida de D. mutila (23 %),
N. parvum (14%), B. dothidea (8 %), Do. sarmentorum (2%), Do. iberica (1 %) y Do.
viticola (1 %).

a N

8%

14% //////////ﬂ

59%
23%
O D. seriata m D. mutila N. parvum
O B. dothidea Do. sarmentorum m Do. iberica

Do. viticola

{igura 14. Porcentaje de aislamiento de las distintas especies de Botryosphaeriaceae. /

En la Figura 15 se reflejan los datos obtenidos de muestras procedentes de

Castilla y Ledn. Podemos observar que unas especies se aislan mayoritariamente en
cepas jovenes, como es el caso de N. parvum (54% en cepas jovenes, 2 % en cepas
adultas), mientras que otras se aislan exclusivamente en cepas adultas, como D. mutila 'y

Do. sarmentorum, o en cepas jovenes como Do. iberica.

4 , N

13,63% 4,5%

T

27,27%

55,5%
46,6%
54,54%
oOD. senata B D. mutila N, parvum
O B. dothidea B Do. sarmenforum B Do. iberica

Figura 15. Porcentaje de aislamiento de especies de Botryosphaeriaceae en muestras de

Castillay Ledn. Izquierda: aislados de cepas jovenes (<5 afios); derecha: aislados de cepas
adultas (> 5 afios).
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6. Deteccion de P. chlamydospora mediante PCR a tiempo real.
6.1. Disefio del sistema

El alineamiento de las secuencias del amplicon ITS4-5 obtenidas de 42
aislados de P. chlamydospora permitio establecer una secuencia consenso del conjunto
de los aislados analizados, que fue utilizada para el posterior disefio de los cebadores y
las sondas TaqMan®. El alineamiento completo de los 528 pb secuenciados se
representa en la Figura 8 del capitulo III de esta memoria. De los posibles sistemas
propuestos por el programa Primer Express, se seleccionaron dos parejas de cebadores
complementarios a dos regiones del amplicon ITS4-5, la primera pareja complementaria
a un fragmento de la region ITS1 situada entre los nucledtidos 36 a 118 y la segunda
pareja complementaria a un fragmento de la region ITS2 situada entre los nucledtidos
417 a 495. En ambos casos el tamano del fragmento amplificado fue de

aproximadamente 80 pb (Figura 16).

A

Y112-42-3 GATCATTATCGAGTCAGG-TCCTCTGGGCCCGATCTCCARCCCTTITGTIITATCATACCTT

¥116-18-3 GATCATTATCGAGTCAGG-TCCTCTGGGCCCGATCTCCARCCCTTTGTTTATCATACCTT 59
Y¥E86E-10-1 GATCATTATCGAGTCAGGGTCCTCTGGGCCCGATCTCCARCCCTITGTTITATCATACCTIT 60
¥83-8-1 GATCATTATCGAGTCAGG-TCCTCTGGGCCCGATCTCCARCCCTITGTTTATCATACCIT 59
37-9-1 GATCATTATCGAGTCAGG-TCCTCTGGGCCCGATCTCCARCCCTTTGTTTATCATACCTT 59
¥121-20-1 GATCATTATCGAGTCAGG-TCCTCTGGGCCCGATCTCCARCCCTITGTTTATCATACCTT 59
g e R R g R R e R B e o R v v e R s s e R d s R R s R A R A R v R R R R e R R
> O T <
¥112-42-3 TGTTGCTITGGCAGACCCGTCCTITCGGGACCGTCGGGGECGTICAGTCGCCTCTGGCCAG 119
¥116-18-3 TGTTGCTTTGGCAGACCCGTCCTTCGEEACCETCGGEGECCTTCAGTCGCCTCTGECCAG 119
¥E86-10-1 TGTTGCTTTEECAGACCCETCCTTCEGEEACCETCECGEGECCTTCAGTCGCCTCTGECCAS 120

¥83-8-1 IGTTGCTITGGCAGRCCCGTCCTTICGGGEACCGTCGGGGGCGTICAGTCGCCTCTGGCCRAG 119
a87-9-1 TGETTGCT GECAGRCCCGTCCTTCGEGACCGTCGEEEGEGCGTITCAGTCGCCTCTGECCAG 119
¥121-20-1 IGITGCTITGGCAGRCCCGTCCTTICGGRACCGTCGGGGGCGITCAGTCGCCTCTGGCCAG 119

e e e e vk e e e e e e e e e e e g g e g g e g g g e e g g e e e g

B —_
Y112-42-3 GCCCGGCTTGITATTGGGTCCATATCARCTTTCATAGARGATAGGCCCGARRAGATARTGE 419
Ylle-18-3 GCCCGGCTTGITATTGGGTCCATATCARCTTTCATAGALGATAGGCCCGARRGATALTEE 419
Y86-10-1 GCCCGECTTGITATTGGGETCCATATCARCTTTCATAGALGATAGGCCCGARARGATALTEE 420
¥33-8-1 GCCCGGCTTGRATATTGGGTCCATATCARCTTTCATAGALGATAGGCCCGRAARGATAATGSE 419
87-9-1 GCCCGGCTTGATATTGGGTCCATATCARCTTTCATAGARAGATAGGCCCGARAGATARTGE 419
¥Y121-20-1 GCCCGGCTTGATATTGGGTCCATATCARCTTTCATAGRARAGATAGGCCCGARRAGATARTGE 419

R R R R R MR R R R R R R R R R e R e R R R R R R R

P —— e e o o e = o .

¥112-42-3 CGGCGTCBBGBRTGﬁbCCTEEGTECEECEAECERTCEEEC' CACTGAGGTGGTCCTCT 479
Y116-18-3 CGGCGICARGRATGRACCCTAGGT GCAGCGAGCARTCALGCATACACTGAGGTGGTCCTCT 479
¥86-10-1 CGGCGICARGRATGRCCCTRAGGT GCAGCGRGCRARTCRAAGCATRCACTGRAGGTGGTCCTCT 480
¥833-8-1 CEGECEICARGRATGRACCCCAGGTGCAGCGAGCARTCALGCATACACTGAGGTGGTCCTCT 479
87-9-1 CEGECEICARGAATGRCCCCAGGTGCAGCGAGCARTCALGCATACACTGAGGTGEGTCCTICT 479
Yi121-20-1 CGGCGTICARGRATGRCCCCAGGT GCAGCGAGCARTCALGCATRACACTGAGGTGGTCCTCT 479
g e R e e e v e R e o R e e g R e R e e e ke e e e e ke ek e ke e e e
<
¥112-42-3 TGEGECCTEECCCTATTGTTTTGITGCAGRACTCTCAGGTTGACCTCGGAT 528
Ylle-18-3 IGGECCTIGECCCTATTGTITTTIGITGCAGRACTCTCAGGTTGRACCTCGGAT 528
Y36-10-1 TGGCCTGECCCTATTGTTTTIGITGCAGRACTCTCAGGTTGRACCTCGGAT 529
¥33-8-1 TGGCCTGGCCCTATTGTTTTGITGCAGRACTCTCAGGTTGRACCTCGGAT 5238
87-9-1 TGGCCTIGGCCCTATTGTTTTIGITGCAGRACTCTCAGGTTGRCCTCGGRAT 528
¥121-20-1 TGEGECCTEECCCTATTGTTTTGITGCAGRACTCTCAGGTTGACCTCGGAT 528

W R R R R R R R R R R R R R R R R R B R R R R R R R R R R R R R

Figura 16. Cebadores y sondas disefiadas utilizadas para el disefio del sistema RTi-PCR. A:
Alineamiento con cebadores y sonda disefiados en la region ITS 1 (cebadores pchITS36F/118R
y sonda pchlTS67P). B: Alineamiento con cebadores y sonda disefiados en la regién ITS 2
(cebadores pchlTS417F/495R y sonda pchITS439P). Las lineas de trazo continuo representan las
secuencias de los cebadores y las de trazo discontinuo representan las secuencias de las sondas.
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6.2. Especificidad del sistema

Con la secuencia consenso se realizo un analisis in silico en el GenBank en
busca de similitudes con regiones de otros hongos utilizando el programa BLASTN
para comprobar que existia suficiente divergencia que permitiera producir una
amplificacion especifica. La comparacion de la secuencia amplificada con los cebadores
PchITS36F y PchlTS118R dio como resultado una homologia del 100% con P.
chlamydospora y con Fragosphaeria reniformes (nimero de acceso AB278193.1);
mientras que la comparacion del fragmento amplificado con PchITS417F y
PchITS495R s6lo mostr6é una homologia del 100% con aislados de P. chlamydospora.

Se estudio la especificidad experimentalmente de cada uno de los dos sistemas
mediante el analisis de 5 ng de ADN gendmico en 60 aislados de P. chlamydospora
(Tabla 3) asi como en otras 16 especies relacionadas con las enfermedades de madera
(Tabla 4). Los resultados demostraron que el sistema 36F/118R era inespecifico ya que
se observaron amplificaciones en C. macrodidymum, D. seriata, D. mutila, B. dothidea
y Do. sarmentorum. Sin embargo, el sistema 417F/495R demostrd ser especifico,
amplificando unicamente ADN de P. chlamydospora (Tablas 3 y 4). La amplificacion
del fragmento ITS4/5 fue positiva en todos los aislados analizados, lo que permitio

descartar la existencia de falsos negativos debido a problemas con los ADNSs utilizados.

Resultados PCR

Rlceeeeel ITS5/ITS4 36F/118R  417F/495R

Especies Aislado

P. chlamydospora  CBS"161.90  Sudafrica +F - -
P. chlamydospora  CBS®239.74  California, EE.UU. + + +
P. chlamydospora LR9 Assignan, Francia =+ = =
P. chlamydospora  LR47 St Christol, Francia A + +
P. chlamydospora  INIAS56 Madrid + + +
P. chlamydospora  V13-1 vivero 4 A A
P. chlamydospora  VR3-2 vivero + + +
P. chlamydospora  VR6-1 vivero + + +
P. chlamydospora  VR7-1 vivero + s s
P. chlamydospora  VR39-1 vivero + + +
P. chlamydospora  Y38-8-1 Zamora =+ = =
P. chlamydospora  Y41-2-2 Extremadura A + +
P. chlamydospora  Y80-6-1 Zamora + + +
P. chlamydospora  Y80-10-2 Zamora < + +
P. chlamydospora  Y82-11-4 Zamora + + +
P. chlamydospora  Y82-15-1 Zamora + + +
P. chlamydospora  Y83-9-1 Zamora + + +
P. chlamydospora  Y86-10-1 Zamora + + +
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Tabla 3. Aislados de P. chlamydospora utilizadas en la puesta a punto del sistema RTi-PCR.

Especies

. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora
. chlamydospora

chlamydospora

Aislado

Y87-5-3
Y87-7-1
Y87-9-1
Y89-4-2
Y89-7-1
Y105-3-2
Y106-3-3
Y106-4-3
Y112-42-3
Y116-18-3
Y116-35L4
Y119-8-5
Y121-20L1
Y121-27L1
Y121-29-6
Y122-3-6
Y122-14-3
Y123-16L-1
Y124-13L-1
Y125-36L-1
Y126-11-1
Y127-4-1
Y160-36-2
Y161-10-2
Y161-19-1
Y162-20-1
Y163-12-1
Y163-16-1
Y164-16-1
Y168-9-2
Y170-1-1
Y185-15-1
Y192-1-1
Y201-9-5
Y206-10-1
136/153 C1
136/153 D3

323/322 B2
410/350 C1

489/395 B3
489/395 C3

489/395 D2

Procedencia

Salamanca
Salamanca
Salamanca
Valladolid
Valladolid
Extremadura
Extremadura
Extremadura
Salamanca
Salamanca
Salamanca
Salamanca
Salamanca
Salamanca
Salamanca
Salamanca
Salamanca
Salamanca
Salamanca
Salamanca
Salamanca
Galicia
Ciudad Real
Alicante
Alicante
Alicante
Alicante
Alicante
Alicante
Alicante
Alicante
Burgos
Zamora
Zamora
Zamora
Salamanca
Salamanca
Salamanca
Salamanca
Salamanca
Salamanca
Salamanca

# CBS, Centraalbureau voor Schimmelcultures.
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Resultados PCR

Especies Alslado Procedencia \roc\to4 36F/118R  417F/495R
Phaeoacremonium aleophilum CBS"631.94  Italia + = -
Phaeoacremonium viticola CBS* 113065  Sudafrica + - -
Cylindrocarpon destructans CBS* 119.41 Holanda A - -
Cylindrocarpon macrodidymum  CBS® 120170  Eslovenia A + =
Diplodia seriata CBS* 112555  Portugal -+ X -
Diplodia mutila CBS"431.82  Holanda - + -
Botryosphaeria dothidea CBS* 110302  Portugal + + =
Dothiorella sarmentorum CBS*120.41  Noruega = 4 -
Dothiorella iberica CBS* 115035  Espafia + - -
Dothiorella viticola CBS* 117006  Espafia + - -
Neofusicoccum parvum CBS* 110301  Portugal + - -
Neofusicoccum luteum CBS* 110299  Portugal + - -
Stereum hirsutum CBS"416.61  Austria + - -
Eutypa lata CBS* 101932 Holanda + - -
Fomitiporia mediterranea Y189-22-2 Espafia + = =
Alternaria solani CBS* 109157 EE.UU + - -

Tabla 4. Otras especies de hongos utilizadas en la puesta a punto del sistema RTi-PCR para la
deteccion especifica de P. chlamydospora.® CBS, Centraalbureau voor Schimmelcultures.

6.3. Sensibilidad del sistema PchlTS417F/495R

La determinacion de la sensibilidad se realizd6 mediante la interpolacion en una
curva patron generada a partir de muestras de ADN de P. chlamydospora de
concentracion conocida. Se amplificaron nueve réplicas independientes en un rango de
108 ng a 108 fg y treinta replicados de los valores: 54; 21,6; 10,8 y 1,08 fg. En la Tabla
5 se muestran las medias de los valores de Cr obtenidos en las reacciones. El sistema
produjo amplificacion positiva en todos los replicados desde 108 ng hasta 108 fg.
Cuando se utilizaron 54 fg de ADN genomico la amplificacion fue positiva en el 80%
de los casos (24 replicados positivos de los 30 realizados). Cuando se utilizaron 1,08 fg

de ADN genomico so6lo 1 de los 30 replicados resultd positivo.

fg / reaccion Cr Positivos / total

108.000.000 15,51 +£0,294 9/9
10.800.000 17,38 +£0,054 9/9
1.080.000 20,90 + 0,048 9/9
108.000 24,51 = 0,090 9/9
10.800 27,81 £0,046 9/9
1.080 31,92+ 0,274 9/9
108 35,73 +0,479 9/9

54 36,81 £0,89, 24/30

21,6 37,58 £0,990 18/30

10,8 37,42+0,711 17/30

1,08 37,26 1/30

Tabla 5. Determinacion del limite de deteccién del sistema de RTi-

QCR a partir de DNA genémico de P. chlamydospora CBS 239.7y
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Con los datos obtenidos se construy6 una curva estandar con un R? de 0,99 y una
pendiente de -3,62 (Figura 17), mostrando una eficiencia adecuada, ya que el valor es
cercano a -3,32 que indicaria una eficiencia del 100% en la PCR. Se estableci6 un LOD

por debajo de 100 fg ya que éste valor puede ser detectado en un 95% de las muestras.

50 -
y =-3,6282x + 42,819
40 R% =0,9988
30 -
'_
(@)
20 4
10 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Log fg/reaccion

Figura 17. Recta estandar construida a partir de ADN de P. chlamydospora
CBS 239.74

La determinacion de la sensibilidad a partir de esporas de ADN se realizo
mediante la interpolacion en una curva patron generada a partir de una solucion de
esporas de P. chlamydospora de concentracion conocida. Se amplificaron nueve
réplicas independientes en un rango de 27.890 a 50 esporas y treinta replicados de 20,
10, 5y 1 espora. En la Tabla 6 se muestran las medias de los valores de Ct obtenidos en
las reacciones. El sistema produjo amplificacion positiva en todos los replicados desde
27890 hasta 50 esporas. Cuando se utilizaron 20 esporas la amplificacion fue positiva
en el 90% de los casos. Cuando se utilizaron 5 esporas so6lo 6 de los 30 replicados

resulto positivo.

/ N° esporas / reaccién Cq Positivo / Total \
27.890 25,48+0,11 9/9

2.789 29,03 £0,07 9/9
279 32,98 +0,26 9/9
100  34,57+0,38 9/9
50 35,41+0,23 9/9
20 37,14+ 0,07 27/30
10 37,26 £0,20 19/30
5 37,33+0,30 6/30
1 39,58 1/30
Tabla 6. Determinacion del limite de deteccién del sistema de RTi-PCR

\a partir de esporas de P. chlamydospora CBS 239.74. /
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Con los datos obtenidos se construy6 una recta estandar con un R* de 0,99 y una
pendiente de -3,56 (Figura 18). Se establecié un LOD alrededor de 25 esporas ya que

¢éstas pueden ser detectadas en un 95% de las muestras.

40 - y =-3,5622x + 41,437
R? =0,9944
30 -
'_
O 20
10 -
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Log nimero esporas/reaccion

Figura 18. Recta estandar construida a partir de esporas de P. chlamydospora
CBS 239.74.
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Discusion

La identificacion de hongos por métodos moleculares mediante PCR
convencional, PCR multiple o RTi-PCR, permite la identificacion inequivoca de la
especie a la que pertenecen cada uno de los aislados, mejorando y complementando la
identificacion basada en criterios morfoldgicos, que en la mayoria de los casos no
permite distinguir entre las especies pertenecientes a un mismo género, al menos de
manera fiable. Gracias a estas metodologias hemos podido identificar cada una de las
especies de hongos aisladas a partir de las muestras de vid recogidas de distintas
parcelas de Castilla y Ledn o llegadas al laboratorio de hongos del Departamento de
Viticultura del ITACYL. Las especies mayoritarias han resultado ser D. seriata, P.
chlamydospora, P. aleophilum y Cylindrocarpon spp. (principalmente N. macrodidyma
y C. liriodendri), mientras que especies consideradas durante afios como causantes de
distintas enfermedades, como E. lata, F. mediterranea, P. viticola o S. hirsutum, son
aisladas con poca frecuencia en los vifledos de Castilla y Ledn. Los datos obtenidos
deberian hacernos reflexionar a cerca de la naturaleza y sintomatologia de cada una de
las enfermedades citadas en nuestra region. Los sintomas en hoja caracteristicos de
enfermedades como Yesca y BDA son practicamente indiferenciables en las variedades
blancas, mientras que en las variedades tintas se diferencian por la presencia de una
linea morada en el caso de BDA (Lecomte y col., 2005). Como ya se ha comentado
anteriormente, la sintomatologia de la Eutipiosis debida segun sus descriptores a E. lata,
se caracteriza a nivel de la madera, por necrosis en forma de cufia, muy similar a la
producida por especies de la familia Botryosphaeriaceae, principalmente D. seriata, por
lo que se hace necesario profundizar en los sintomas producidos por cada una de las
especies.

C. destructans es el causante del Pie Negro en Portugal, asi como en otras zonas
vitivinicolas mundiales (Grasso, 1984; Halleen y col., 2004; Rego y col., 2000),
mientras C. obtusisporum es la especie responsable de esta patologia en Italia (Grasso y
col., 1975). En California ademas de C. destructans se ha descrito C. macrodidymum
(Petit y Gubler, 2005). En 2007 Petit y Gubler renombraron todos los aislados
identificados como C. destructans en California como C. liriodendri en base a sus
caracteristicas moleculares. En la presente memoria se han aislado C. macrodidymum,

C. liriodendri y una especie no descrita hasta el momento como patégeno de vid en
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Espana: C. olidum, especie que se diferencia de las mencionadas anteriormente en base
a su region ITS. A pesar de que C. olidum ha sido aislado de cepas con sintomas de
enfermedades de madera, no podemos afirmar que se trate de un nuevo patégeno de vid,
pues aun no se han realizado estudios de patogenicidad. Los cebadores descritos para la
identificacion de C. destructans permiten también amplificar ADN de C.
macrodidymum y C. liriodendri, en cambio no permitieron amplificar ADN de C.
olidum, por lo que se hace necesario la busqueda de nuevos cebadores que permitan la
amplificacion de todas las especies del género Cylindrocarpon.

Por su parte los cebadores latal y lata2.2 (Lecomte y col., 2000), no permitieron
la amplificacion de todos los aislados identificados como E. lata. El analisis de la
secuencia del amplimero ITS4/5 no permitidé esclarecer la razén por la que no se
produjo amplificacion en alguno de los aislados puesto que sus secuencias solo se
diferenciaron en funcién de una base en la zona de anillamiento de los cebadores, razéon
que no parece ser suficiente para justificarlo. En el afio 2004, Rolshausen y
colaboradores, disefiaron un sistema basado en PCR-RFLP para la identificacion de los
aislados de E. lata y su diferenciacion respecto de otras especies de la familia
Diatrypaceae, con el fin de mejorar la especificidad de los cebadores descritos por
Lecomte y col. (2000).

La variabilidad existente entre los miembros de la familia Botryosphaeriaceae a
nivel de la region ITS avalan la exclusion de D. seriata, D. mutila, Do. sarmentorum,
Do. iberica, Do. viticola y N. parvum del género Botryosphaeria, reservado desde
entonces para la especie B. dothidea entre las asociadas a los decaimientos de la vid en
Castilla y Leén (Crous y col., 2006; Phillips y col.,, 2007). Se ha demostrado la
existencia de una mayor homologia a nivel de la region ITS entre las especies
reubicadas en el género Diplodia, asi como las reubicadas dentro del género
Dothiorella. A la luz de los datos presentados, no ha sido posible una clara
diferenciacion entre los aislados de Do. sarmentorum y Do. iberica, en base a los
patrones de restriccion del amplimero ITS1/NL4 publicados por Alves y colaboradores
(2005). La comparacion de la region ITS tampoco permitié una clara diferenciacion, al
comparar sus secuencias con las presentes en la base de datos se establecid la
identificacion pero so6lo en base a diferencias en un par de bases (homologia 99-100%).
Para la discriminacidon entre ambas especies seria mas conveniente recurrir a la

comparacion de otras zonas del genoma como por ejemplo el factor de elongacion la
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cuya homologia entre las especies Do. iberica y Do. sarmentorum oscila entre ¢l 97-
98%, debido principalmente a una deleccion de 9 pb.

Con el paso de los afios han ido apareciendo nuevas especies de hongos en las
parcelas de Castilla y Ledn que ya habian sido descritas como patégenas de vid en otras
zonas vitivinicolas; dentro de la familia Botryosphaeriaceaec se han aislado Do.
sarmentorum, Do. iberica y Do. viticola aunque en unos porcentajes poco
representativos. Es importante destacar el hecho de que N. parvum se aisle casi
exclusivamente en planta joven (54 % en planta joven frente al 2 % en planta adulta),
por el contrario D. mutila sélo se aislo en planta adulta, pero en un porcentaje nada
despreciable (46,6 %). Ante los datos presentados podemos admitir la hipdtesis de que
tal vez se estén introduciendo nuevas especies patdgenas en nuestras parcelas,
procedentes de viveros de otras regiones.

Segun el R.D 208/2003 por el que se aprueba el Reglamento técnico de control y
certificacion de plantas de vivero de vid, el vivero debera informar de la presencia por
encima de unos limites minimos de Eutypa spp. Phomopsis spp. o Stereum spp.,
sinembargo no hace referencia en ningin epigrafe a otras especies patdgenas, ni
establece unos limites minimos ni aprueba una metodologia de andlisis. La insuficiente
legislacion que regula la sanidad de las plantas procedentes de los viveros dificulta el
mantenimiento del buen estado sanitario de las parcelas. Hasta el momento no se ha
aprobado una metodologia de analisis que permita establecer unos limites minimos de
hongos patogenos en las plantas suministradas por los viveros, a diferencia de lo que
ocurre con otros patdogenos de vid como virus o bacterias. Mediante la metodologia
descrita en este capitulo basada en la PCR multiple es posible detectar las principales
especies patdogenas de plantas jovenes P. chlamydospora y P. aleophilum. Esta
metodologia puede ser adaptada al analisis de muestras en los viveros, partiendo de
muestras de plantas o de muestras de agua de los tanques distribuidos a lo largo del
proceso de produccion, como ya ha propuesto la Dra. Angeles Aroca (Tesis doctoral,
2008). De la misma forma la metodologia basada en RTi-PCR descrita en la presente
memoria permite detectar hasta 1 fg de ADN 6 1 espora de P. chlamydospora,
presentando el sistema un limite de deteccion de 100 y 25, fentogramos de ADN y
esporas, respectivamente. Se ha demostrado la robustez del sistema obteniéndose unos
valores de R? de 0,998 para la deteccion de ADN y de 0,994 para la deteccion de
esporas, mejorando los sistemas existentes de identificacion de P. chlamydospora

(Overton y col., 2004; Edwards y col., 2007).
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Capitulo ITI: Variabilidad genética de P. chlamydospora

Introduccion

Phaeomoniella chlamydospora es una de las especies que se aisla con mayor
frecuencia de cepas con sintomatologias asociadas a hongos de la madera. Se encuentra
asociado a la enfermedad de Petri en planta joven y a Yesca en planta adulta.
Phaeoacremonium chlamydosporum fue descrito por Crous y col. (1996). Estudios
taxondmicos llevados a cabo posteriormente (Crous y Gams, 2000) revelaron que las
diferencias existentes entre aislados de Phaeoacremonium chlamydosporum y otras
especies del género Phaeoacremonium eran suficientes como para considerarlo un
nuevo género. Durante los ultimos afnos grupos de investigacion en todo el mundo han
tratado de dilucidar el papel que desempefia P. chlamydospora en las enfermedades de
la madera de vid. Aun no se conoce completamente la etiologia de enfermedades como
Yesca o Petri, pero se acepta la hipdtesis de que estén provocadas por un complejo de
hongos que desencadenan distintas infecciones provocando la necrosis de los vasos.

Segin Mugnai y col. (1999) las esporas de P. chlamydospora penetran por los
cortes de poda y las heridas; las chlamydosporas producidas por P. chlamydospora
pueden persistir en el suelo posibilitando la infeccion del sistema radicular. Estudios
llevados a cabo en viveros de distintos paises han puesto de manifiesto que existe un
alto porcentaje de cepas infectadas con P. chlamydospora, considerandose ésta, una de
las vias de infeccidn mas importantes (Aroca y Raposo, 2005; Edwards y col., 2007) al
igual que ocurre con especies del género Cylindrocarpon (Dubrovsky y Fabritius, 2007,
Hamelin y col. 1996).

Una primera condicion en estudios epidemioldgicos o de poblaciones, es la
correcta identificacion del patogeno aislado. Para identificar especies de un mismo
género se han propuesto diferentes sistemas taxonomicos, los cuales se basan
principalmente en caracteres morfologicos, tales como tamafio y forma de conidios;
formacion de clamidosporas y estructura de conidioforos. Sin embargo, muchas veces,
especies muy relacionadas entre si difieren en un solo cardcter, forma de la conidia o
conidiéforo, por ejemplo, lo que puede inducir a una mala identificacion. Por otra parte,
la aplicacion de esta técnica tradicional es laboriosa y requiere de gran cantidad de
material, lo que dificulta la identificacion de un gran nimero de muestras a la vez que
requiere de gran experiencia taxonémica para obtener resultados correctos.

Las técnicas moleculares, principalmente aquellas basadas en anélisis de ADN,

corresponden a metodologias mas rapidas, precisas, objetivas y aplicables a un gran
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numero de muestras. Este tipo de metodologias permite diferenciar genotipos y de esta
forma establecer la variabilidad genética existente dentro de una poblacion (MacLean y
col., 1993; Leung y col., 1993). Una metodologia de analisis de ADN denominada
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA, Williams y col., 1990) genera patrones
de bandas que corresponden a fragmentos de ADN, algunos de los cuales son
compartidos por un grupo de genotipos, estando ausentes en otros. Este tipo de
polimorfismo genético permite desarrollar marcadores moleculares para la
identificacion de individuos, realizar mapeo gendmico y realizar estudios de genética de
poblaciones (MacDonald, 1997).

En el caso del género Fusarium, se ha utilizado la metodologia de RAPD para
determinar la estructura de poblaciones de diversas formas especiales (Kelly y col.,
1994; Woo y col., 1996; Vakalounoakis y Fragkiadakis, 1999). Esta metodologia ha
permitido encontrar marcadores moleculares para identificar especies tales como F.
avenaceum, F. culmorum, F. graminearum (Schilling y col., 1996) o F. poae (Parry y
Nicholson, 1996).

La diversidad genética de Botrytis cinerea, hongo responsable de la botritis o
podredumbre gris en vid, fue estudiada por Thompson y Latorre (1999) utilizando
RAPD-PCR en 29 aislados procedentes de cepas de Chile. Posteriormente Moyano y
colaboradores (2003) estudiaron la variabilidad genética de B. cinerea en 44 aislados
procedentes de distintos viveros de Almeria mediante RAPD y AFLP.

Al igual que en los casos mencionados, la amplificacion de secuencias
polimoérficas mediante RAPD ha permitido el estudio de la variabilidad genética
existente entre las especies asociadas a los decaimientos de la vid. Pollastro y col.
(2000) estudiaron la variabilidad genética existente entre especies del género
Fomitiporia procedentes de distintas regiones de Italia. Tegli y col. (2000b) estudiaron
la diversidad genética de P. chlamydospora entre 15 aislados italianos mediante RAPDs
(randomly amplified polimorphic) o RAMs (ramdomly amplified microsatellite)
llegando a la conclusidon de que existe poca variabilidad entre los distintos aislados;
conclusion que avala la hipétesis de que la reproduccion de P. chlamydospora es
predominantemente asexual (Tegli, S., 2000). Estudios similares fueron llevados a cabo
en Francia (Peros y col., 2000; Borie y col., 2002) y en Nueva Zelanda (Pottinger y col.,
2002). Peros y colaboradores estudiaron la diversidad genética en 126 aislados de P.
chlamydospora procedentes de distintas regiones de Francia, en dicho trabajo

identificaron 7 marcadores RAPDs obtenidos con 6 cebadores, llegando a las mismas
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conclusiones. (Pottinger y col., 2002) en un estudio llevado a cabo con 39 aislados
procedentes de Nueva Zelanda y 6 de Italia utilizando RAPDs, RAMs y AFLPs
(amplified fragment length polymorphism) mostrdé una escasa variabilidad entre los
distintos aislados. La presencia de variacion entre aislados de una misma planta en
Nueva Zelanda avala la existencia de multiples vias de infeccidon, punto que ya habia
sido demostrado en aislados franceses (Peros y col., 2000). Borie y colaboradores
(2002) tampoco encontraron una gran variabilidad entre aislados de distintas zonas de
Francia, corroborando los datos obtenidos afios antes por Peros y colaboradores (2000).

Alves y colaboradores (2004) estudiaron la variabilidad genética de P.
chlamydospora mediante rep-PCR (repetitive sequence-based polymerase chain
reaction), técnica utilizada principalmente para el genotipado de especies procariotas,
concluyendo que existe escasa variabilidad genética entre seis aislados portugueses y
dos aislados de referencia procedentes de Italia y Sudafrica.

Estudios moleculares de este tipo han permitido disefiar marcadores moleculares
para la deteccion especifica de P. chlamydospora en muestras de suelo, agua o madera
mediante PCR convencional (Tegli y col., 2000a; Groenewald y col., 2001 y Ridgway y
col., 2005).

La secuenciacion de la region ITS ha proporcionado una valiosa informacion para
la clasificacion taxonomica de P. chlamydospora (Crous y Gams, 2000). Como ya se
indic6 en el Capitulo II esta region constituye uno de los fragmentos mas utilizados a lo
largo de los afios para el estudio de filogenias debido a que posee zonas con tasa de
evolucion muy alta. En el presente capitulo ademas del estudio de la variabilidad
genética presente en esta zona del genoma, se secuenciaron otras dos regiones: [-
tubulina y factor de elongacion 1 a, regiones habitualmente utilizadas para el estudio del
genoma de ascomicetos filamentosos (O'Donell y Cigelnik, 1997; Glass y Donaldson,

1995; Carbone y Kohn, 1999).
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Materiales y métodos

1. Aislamiento y conservacion de hongos.

El estudio de la variabilidad genética de P. chlamydospora se realiz6 con 35
aislados que se detallan en la Tabla 1. Del total de los aislados analizados, veintiuno
procedian de doce cepas de las variedades Tempranillo, Verdejo, Juan Garcia, Malvasia
y Prieto Picudo recogidas durante los afios 2004 y 2005 de parcelas de Castilla y Leon,
con edades comprendidas entre 1 y 80 afos; cinco de los aislados fueron obtenidos de
plantas de vivero que no mostraron sintomas; cuatro fueron obtenidos de tres cepas
jovenes con sintomas, de la variedad Cencinel procedentes de Extremadura. Un aislado
fue amablemente cedido por la Dra. R. Raposo (INIA, Madrid). LR9 y LR47 fueron
cedidos desinteresadamente por el Dr. J.P. Péros (INRA, Villeneuve-les-Maguelone,
Francia). Como referencia se utilizaron dos aislados obtenidos del Centraalbureau voor
schimmelcultures (CBS, Utrecht, Holanda) P. chlamydospora CBS 161.90 procedente
de Sudafrica y CBS 239.74 de California. Como refleja la Tabla 1 de alguna de las
plantas se analizaron mas de un aislado.

Las muestras fueron recogidas y analizadas siguiendo la metodologia descrita en
el Capitulo I (Materiales y métodos, apartado 2: procesamiento de las muestras) de este
trabajo. Los 35 aislados fueron cultivados en PDA (agar patata-dextrosa, Merck,

Darmstadt, Alemania) en estufa a 25° C.
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Isolates
CBS161.90
CBS239.74
LR9

LR47
INIAS6
V13-1
VR3-2
VR6-1
VR7-1
VR39
Y38-8-1
Y41-2-2
Y80-6-1
Y80-10-2
Y82-11-4
Y82-15-1
Y83-8-1
Y86-10-1
Y87-5-3
Y87-7-1
Y87-9-1
Y89-4-2
Y89-7-1
Y105-3-2
Y106-3-3
Y106-4-3
Y112-42-3
Y116-18-3
Y116-35L-4
Y119-8-5
Y121-20L-1
Y121-27L-1
Y121-29-6
Y122-3-6
Y122-14-3

Tabla 1. Aislados de P. chlamydospora utilizados en el analisis de variabilidad

genética.

Procedencia
Sudafrica
California, USA
Assignan, France
St Christol, France
Madrid

Castilla y Leén
Castillay Leén
Castillay Leon
Castilla y Leon
Castillay Leon
Castillay Leén
Extremadura
Castilla y Leén

Castillay Leon
Castillay Leon
Castillay Leon
Castilla y Leén

Castillay Leon

Extremadura
Extremadura

Castilla y Leén
Castilla y Leon

Castilla y Leon
Castillay Ledn

Castilla y Leén

Edad

nd

nd

nd

nd

nd
Vivero
Vivero
Vivero
Vivero
Vivero

> 20 afios
1 afio
15-20 afios

15-20 anos

15-20 anios

15-20 anos

> 80 anos

< 5 afios

1 afio
1 afo

> 5 afios
> 50 anos

> 5 anos
> 80 anos

> 50 anos
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2. Extraccion de acidos nucleicos

Se sembraron placas de cada uno de los aislados con medio MEA suplementado
con cloranfenicol, sobre el que se depositd una capa de celofan. Se repicéd cada aislado
encima del celofan de manera que, transcurrido el tiempo necesario para la obtencion de
suficiente masa de micelio, éste se recogio raspando la masa crecida por encima del
celofan, que fue conservada a —20° C hasta su liofilizacién. De cada poblacion se
analizaron tres cultivos monosporicos con el fin de estudiar la variabilidad
intrapoblacional.

Las extracciones de ADN se realizaron a partir de micelio liofilizado y
pulverizado con nitrégeno liquido en mortero, con Dneasy Plant mini Kit (QIAGEN,
Colonia, Alemania). Los acidos nucleicos obtenidos se diluyeron a una concentracion
de 10 ng/ul. Todas las reacciones de amplificaciéon se llevaron a cabo en un

termociclador Gene Amp® 7200 (Applied Biosystems).

3. Analisis de patrones RAPDs

Cada reaccion de amplificacion se realizé en un volumen final de 20 pl
incluyendo 0,5 unidades de Taq polimerasa (Biotools Biotechnological and Mediacal
Laboratorios S.A., Madrid, Espafia), 1x Tampon suministrado con la enzima, ImM de
MgCl,, 150 uM de cada ANTP, 0,5 uM del cebador correspondiente y 80-100ng de
ADN molde. Los ciclos de amplificacion consistieron en desnaturalizacion a 94° C
durante 5 minutos, seguido de 45 ciclos de desnaturalizacion a 95° C durante 1 minuto,
hibridacion a 34° C durante 1,5 minutos y elongacion de las cadenas a 72° C durante 2
minutos, seguidos de un paso de extension final de 72° C durante 10 minutos.

La amplificacion de cada aislado fue repetida un minimo de 2 veces, y se
incluy6 una reaccion sin ADN molde como control negativo. El volumen total de la
reaccion fue separado por electroforesis en geles de agarosa 1% en TBE. Los geles
fueron tefiidos con bromuro de etidio y visualizados con luz ultravioleta.

En un primer analisis se realizo una preseleccion de cebadores utilizando los 20
iniciadores OPERON (Operon technologies, La Jolla, California, USA) de las series
OPA, OPC, OPD, y OPE con ADN de 6 aislados. Debido a su mayor variabilidad se
seleccionaron los cebadores OPA-2, 8 , 11 y 16, OPC-8 y OPE-20 para el estudio con
los 35 aislados de P. chlamydospora detallados en la Tabla 1. Para comprobar la
homogeneidad intrapoblacional se compararon los patrones de varios aislados

monosporicos de cada poblacion.
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El anélisis de los marcadores RAPDs se realiz6 teniendo en cuenta las bandas
reproducibles de mayor intensidad que presentaron variabilidad siendo puntuadas con 0
(ausentes) o 1 (presentes) para cada uno de los aislados monospdricos estudiados. A
partir de los datos binarios se construy6 un dendrograma con Treecon 1.3b (Van de Peer

and De Wachter, 1994) basado en el coeficiente de similitud de Nei y Li (1979).

4. Analisis de secuencias

Se seleccionaron tres regiones del genoma de P. chlamydospora para el estudio
de la variabilidad genética existente entre los 35 aislados analizados: DNA ribosémico,
B-tubulina y factor de elongacion 1lo. Todos los cebadores utilizados fueron
suministrados por IZASA (Barcelona, Espafia). Las reacciones de amplificacion se
realizaron con REDExtract-N-Amp Kit (XNAP) (Sigma, St. Louis, Missouri, USA)
siguiendo las instrucciones del proveedor. Tras la amplificacion se cargaron 5 ul de
cada reaccion en geles de agarosa al 1% en TBE. Los geles fueron tefiidos con bromuro
de etidio y visualizados con luz ultravioleta.

Los fragmentos amplificados fueron purificados mediante GFX PCR DNA Gel
Band Purification Kit (Amersham, Buckinghamshire, UK) y secuenciados por el
Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad de Le6n mediante DY Enamic
ET Dye terminator Kit (MegaBACE, Amersham) en un termociclador MJ Research
PTC-200. Las secuencias obtenidas fueron analizadas con MEGABACE 500
(Amersham) y corregidas con Chromas v1.45. Los alineamientos se realizaron con
Clustal X 1.83 y fueron modificados manualmente cuando fue necesario. A partir de los
alineamientos obtenidos se construyeron los arboles filogenéticos correspondientes con

el programa MEGA 4.

4.1. Variabilidad de P. chlamydospora en la regiéon ITS.

Se analizaron las secuencias del DNAr 5.8S y las regiones ITS que lo
flanquean (ITS1 e ITS2) amplificadas con los cebadores 1TS4 e ITS5 descritos por
White y col. (1990). Las condiciones de amplificacion fueron: un paso de
desnaturalizacion inicial a 95° C durante 5 minutos, seguido de 25 ciclos de
desnaturalizacion a 94° C durante 1 minuto, hibridacion a 58° C durante 1 minuto, y
extension a 72° C durante 1 minuto, concluyendo con un paso de extension final a 72° C

durante 10 minutos.
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4.2. Variabilidad de P. chlamydospora en el gen de la p-tubulina.

Se amplificaron los exones 2 al 6 del gen de la B-tubulina con los
iniciadores T1 (O'Donell y Cigelnik, 1997) y Bt-2b (Glass y Donalson, 1995) (Figura
1), siguiendo el mismo procedimiento que para la region ITS. Las condiciones de
amplificacion fueron: desnaturalizacién inicial a 95° C durante 5 minutos, seguido de 32
ciclos de 1 minuto a 94° C, 1 minuto a 56° C y 1 minuto a 72° C, finalizando con un

paso de extension a 72° C durante 10 minutos.

4.3. Variabilidad de P. chlamydospora en el factor de elongacion 1 a.

La amplificacion se llevé a cabo como se ha descrito anteriormente con los
iniciadores EF-728F y EFI1-986R descritos por Carbone y Kohn (1999). Las
condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizaciéon inicial a 95° C durante 5
minutos, seguido de 32 ciclos de 30 segundos a 94° C, 45 segundos a 53° C y 90
segundos a 72° C, finalizando con un paso de extension a 72° C durante 10 minutos.

Se disefiaron dos nuevos iniciadores para la amplificacion de un fragmento
de mayor tamafio (Figura 1): EFE-2F y EFE-3R (5’-TGATCTACAAGTGCGGTGGT-
3’y 5’-GGGCGATATCGATGGTGATA-3’) (Cobos y Martin, 2008). Las condiciones
de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial durante 5 minutos a 95° C, seguido de
25 ciclos de 1 minuto a 94° C, 30 segundos a 58° C y 1 minuto a 72° C, con un paso de

extension final de 10 minutos a 72° C.

beta-tubulina

Bt2b

factor de elongacién 1a

EFE 2F EF 728F
—p  ssssss 'S

qrrnnns —
EF 986R EFE 3R

] Intrén B exon

Figura 1. Esquema representativo de la regiones beta-tubulina y factor de elongacién la
donde se detallan los cebadores utilizados en este capitulo.
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Resultados

1. Analisis de patrones RAPDs

Se realizd una preseleccion con los 20 cebadores de las series OPA, OPC, OPD,
OPE. Se seleccionaron 6 cebadores por su mayor variabilidad y se analizaron las 35
muestras segun se describe en el apartado de materiales y métodos de este capitulo. Los
cebadores seleccionados fueron: OPA-2, OPA-8, OPA-11, OPA-16, OPC-8 y OPE-20.
Con tres de ellos se obtuvieron 4 bandas polimérmicas que se confirmaron en las

distintas repeticiones, permitiendo diferenciar hasta 9 grupos fenotipicos distintos.

1.1. Patrones RAPDs obtenidos con el cebador OPA-2.

La amplificacion aleatoria de fragmentos de ADN mediante el cebador OPA-2
proporcion6 patrones similares en todas las muestras ensayadas, obteniéndose tres
bandas de aproximadamente 900 pb, 750 pb y 450 pb (Figura 2). La tnica banda que
mostrd variabilidad en las distintas muestras fue la correspondiente a 450 pb, en alguno
de los aislados no se amplificé dicho fragmento (carril 5, Figura 2) pero este resultado
no se confirmd en las distintas repeticiones.

La escasa variabilidad obtenida con este cebador no permiti6 establecer grupos

diferenciados entre los distintos aislados ensayados.

M 12 3 45 6 7 8 910111213 \

Figura 2. Patrones RAPDs obtenidos con el cebador OPA-2. Carriles 1-13:
P.chlamydospora CBS 161.90b, VR6-1b, Y38-8-1a, Y41-2-2a, V13-1c, Y80-10-2-a, Y82-

11-4b, VR39c, Y83-8-1a, Y87-7-1a, Y82-15-1c, Y87-5-3c, Y80-6-1b; carril M: marcador
de peso molecular de ADN 2Kb.
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1.2. Patrones RAPDs obtenidos con el cebador OPA-8.
El cebador OPA-8 permiti6é amplificar 3 bandas de 2060 pb, 1500 pb y 950 pb
(Figura 3). La banda polimoérfica de 2060 pb aparecié en 22 de los 35 aislados
ensayados y fue considerada como uno de los marcadores de variabilidad (marcador A-

8 2060 pb).

S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

M 1 2 3 4
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1500
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Figura 3. Patrones RAPDs obtenidos con el cebador OPA-8. Carriles 1-14: V13-1a,
VR6-1a, Y41-2-2a, Y82-11-4c, Y83-8-1a, Y119-8-5b, Y38-8-1a, Y80-10-2a, Y82-15-1b,
Y87-9-1a, Y89-4-2b, Y106-3-3c, Y112-42-3c, Y121-29-6¢; carril 15: sin ADN (control);
carril M: marcador de peso molecular de ADN 2Kb. El marcador A-8 2060 pb, se indica
mediante una flecha.

1.3. Patrones RAPDs obtenidos con el cebador OPA-11
La amplificacion de ADN de P. chlamydospora con el cebador OPA-11
proporcion6 2 bandas intensas de aproximadamente 1600 pb y 1000 pb en todos los
aislados ensayados (Figura 4).
En algunos de los aislados aparecieron bandas de menor tamafio
(aproximadamente 250 pb) pero no resultaron ser reproducibles, ya que no aparecieron
en las distintas repeticiones por lo que no se tuvieron en cuenta en el andlisis de

variabilidad.
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Figura 4. Patrones RAPDs obtenidos con el
cebador OPA-11. Carriles 1-5: V13-la, VR6-1a,
VR39c, Y38-8-la, Y87-5-3c,; carril 6: sin ADN
(control); carril M: marcador de peso molecular de
ADN 2Kb.

/
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1.4. Patrones RAPDs obtenidos con el cebador OPA-16.
La amplificacion con el cebador OPA-16 di6é como resultado la amplificacion
de tres bandas intensas de aproximadamente 950 pb, 500 pb y 300 pb, que se obtuvieron
en todos los aislados de P. chlamydospora ensayados (Figura 5). Al igual que ocurrid

con los cebadores OPA-2 y OPA-11, las bandas obtenidas no permitieron establecer
patrones diferenciales entre los distintos aislados.
/ M 1 2 \

3 45 6 7 8
2000 ; 4 - ’ Figura 5. Patrones RAPDs
1500 , § obtenidos con el cebador OPA-16 .
1 Carriles 1-7: VR6-1a, VR39c¢, Y38-
1000 H 8-1a, Y41-2-2¢, Y80-10-2b, Y83-8-
750 la, Y87-5-3¢; carril 8: sin ADN
500 N (control); carril M: marcador de
- peso molecular de ADN 2Kb.
300
- -

— Y,

1.5. Patrones RAPDs obtenidos con el cebador OPC-8.

El cebador OPC-8 permitié amplificar 2 bandas intensas de aproximadamente
1200 pb y 900 pb (Figura 6). La banda de mayor tamafio fue amplificada en 29 de los
35 aislados de P. chlamydospora ensayados, y fue considerada como un marcador de

variabilidad (marcador C-8 1220 pb).
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Figura 6. Patrones RAPDs obtenidos con el cebador OPC-8. Carriles 1-14: V13-1a,
VR6-1a, , Y82-11-4c, Y83-8-1a, Y119-8-5b, Y80-10-2a, Y87-9-1a, Y89-4-2b, Y112-42-3c,
Y121-29-6¢, Y38-8-1a, Y106-3-3c, Y119-8-5b, Y122-14-3c; carril M: marcador de peso

\ molecular de ADN 2Kb. El marcador C-8 1220 pb se indica mediante una flecha. /
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1.6. Patrones RAPDs obtenidos con el cebador OPE-20.

Mediante el cebador OPE-20 se obtuvieron distintos patrones de amplificacion
en los 35 aislados de P. chlamydospora ensayados. Se amplificaron un total de tres
bandas intensas con pesos moleculares aproximados de 1500 pb, 870 pb y 750 pb
(Figura 7). Tan sélo la banda de 750 pb aparecié en todos los aislados analizados. Las

otras dos bandas constituyeron marcadores de variabilidad denominados E-20 1500 pb y

E-20 870 pb.

M123456?891011121314\

2000
1500
" e aebBa
750 . .- - . .
500 I - a
300
150
a0
Figura 7. Patrones RAPDs obtenidos con el cebador OPE-20. Carriles 1-14: VR3-2b,
VR6-1b, VR39c¢, Y38-8-1c, Y41-2-2¢, Y87-5-3¢, Y89-4-2¢c, Y83-8-1¢c, Y106-3-3c, Y112-
42-3c, Y119-8-5b, Y116-18-3c and Y122-3-6¢; carril M: marcador de peso molecular de

\\ADN 2Kb. Los marcadores E-20 1500 pb y E-20 870 pb se indican mediante flechas. /

2. Variabilidad de P. chlamydospora en la region ITS
La amplificacion de la region ITS1-5,8S-ITS2 con los cebadores ITSS e ITS4

proporcioné un fragmento de 650pb. La comparacion de las secuencias de los 35
aislados amplificados pusieron de manifiesto la existencia de una escasa variabilidad.
La Figura 8 representa el alineamiento de 529 pb correspondientes a la region ITS de
seis aislados de P. chlamydospora utilizados en los estudios de variabilidad. La
homologia entre las secuencias oscild entre el 99-100 % diferenciandose las distintas

secuencias tan s6lo en dos pares de bases situadas en las posiciones 369 y 438.
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¥112-42-3 GATCATTATCGAGTCAGG-TCCTCTGGGCCCGATCTCCARCCCTTTGTTTATCATACCTT 59
¥116-18-3 GATCATTATCGAGTCAGG-TCCTCTGGGCCCGATCTCCARCCCTTTGTITATCATACCTT 59
¥86-10-1 GATCATTATCGAGTCAGGGTCCTCTGGGCCCGATCTCCARCCCTTTGTITATCATACCTT 60
¥83-8-1 GATCATTATCGAGTCAGG-TCCTCTGGGCCCGATCTCCARCCCTTTGTITATCATACCTT 59
87-9-1 GATCATTATCGAGTCAGG-TCCTCTGGGCCCGATCTCCARCCCTTTGTITATCATACCTT 59
¥121-20-1 GATCATTATCGAGTCAGG-TCCTCTGGGCCCGATCTCCARCCCTTTGTITATCATACCTT 59
o o o o o o o o o o o o o o o ol e v o o o o o o o o o oy R oy o e o o o o o o o e o o o R e o e o e o o o o o o o o
¥112-42-3 TGTTGCTTTGGCAGACCCGTCCTTCGGGACCETCGGGGECETTCAGTCGCCTCTGGCCAG 119
¥116-18-3 TGTTGCTTTGGCAGACCCGTCCTTCGGGACCETCGGGGECETTCAGTCGCCTCTGGCCAG 119
¥86-10-1 TGTTGCTTTGGCAGACCCGTCCTTCGGGACCETCGGGGECETTCAGTCGCCTCTGGCCAG 120
¥83-8-1 TGTTGCTTTGGCAGACCCGTCCTTCGGGACCGTCGGGGECGTTCAGTCGCCTCTGGCCAG 119
87-9-1 TGTTGCTTTGGCAGACCCGTCCTTCGGGACCGTCGGGGECGTTCAGTCGCCTCTGGCCAG 119
¥121-20-1 TGTTGCTTTGGCAGACCCGTCCTTCGGGACCGTCGGGGECGTTCAGTCGCCTCTGGCCAG 119
o R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
¥112-42-3 CGTCTGCCAGTAGCCCAACCARAATTCTTTGTTACATGTGACGTCTGAACGGTTCCATCA 179
¥116-18-3 CGTCTGCCAGTAGCCCAACCARAATTCTTTGTTACATGTGACGTCTGAACGGTTCCATCA 179
¥86-10-1 CGTCTGCCAGTAGCCCAACCARAATTCTTTGTTACATGTGACGTCTGAACGGTTCCATCA 180
¥83-8-1 CGTCTGCCAGTAGCCCAACCARAATTCTTTGTTACATGTGACGTCTGAACGGTTCCATCA 179
87-9-1 CGTCTGCCAGTAGCCCAACCARARTTCTTTGTTACATGTGACGTCTGRACGGTTCCATCA 179
¥121-20-1 CGTCTGCCAGTAGCCCAACCARARTTCTTTGTTACATGTGACGTCTGRACGGTTCCATCA 179
o R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
¥112-42-3 AAATCARACCARAACTTTCAACARCGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG 239
¥116-18-3 AAATCARACCARAACTTTCAACARCGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG 239
¥86-10-1 AAATCARACCARAACTTTCARCARCGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG 240
¥83-8-1 AAATCARACCARAACTTTCAACARCGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG 239
87-9-1 AAATCARACCARAACTTTCAACARCGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG 239
¥121-20-1 AAATCARACCAAAACTTTCARCARCGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG 239
o R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
¥112-42-3 CGARATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGARTCTTTGAACGCA 299
¥116-18-3 CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA 299
¥86-10-1 CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGRACGCA 300
¥83-8-1 CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGRACGCA 299
87-9-1 CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGRACGCA 299
¥121-20-1 CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGRACGCA 299
o R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
¥113-42-3 CATTGCGCCCTTTGETATTCCGAAGGGRCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCAACCCTCAR 359
¥116-18-3 CATTGCGCCCTTTGETATTCCGAAGGGRCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCAACCCTCAR 359
¥86-10-1 CATTGCGCCCTTTGETATTCCGRAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCAACCCTCAR 360
¥83-8-1 CATTGCGCCCTTTGETATTCCGRAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCAACCCTCAR 359
87-9-1 CATTGCGCCCTTTGETATTCCGRAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCAACCCTCAR 359
¥121-20-1 CATTGCGCCCTTTGETATTCCGRAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCAACCCTCAR 359
R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
¥113-42-3 GCCCGGCTTGTTATTGEGTCCATATCARCTTTCATAGAAGATAGGCCCGARAGATARTGE 419
¥116-18-3 GCCCGGCTTGTTATTGEGTCCATATCARCTTTCATAGAAGATAGGCCCGARAGATARTGE 419
¥86-10-1 GCCCGGRCTTGTTATTGEGTCCATATCARCTTTCATAGAAGATAGGCCCGARAGATARTGE 420
¥83-8-1 GCCCGECTTGATATTGEGTCCATATCARCTTTCATAGRAGATAGGCCCGARAGATARTGE 419
87-9-1 GCCCGGCTTGATATTGGGTCCATATCARCTTTCATAGAAGATAGGCCCGARAGATARTGE 419
¥121-20-1 GCCCGGCTTGATATTGGGTCCATATCARCTTTCATAGAAGATAGGCCCGARAGATARTGE 419
R R W W R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
¥113-42-3 CGGCGTCARGARTGACCCTAGETGCAGCGAGCARTCARGCATACACTGAGGTGGTCCTCT 479
¥116-18-3 CGGCGTCARGARTGACCCTAGETGCAGCGAGCARTCARGCATACACTGAGGTGGTCCTCT 479
¥86-10-1 CGGCGTCARGARTGACCCTAGGTGCAGCGAGCARTCARGCATACACTGAGGTGGTCCTCT 480
¥33-8-1 CGGCGTCAAGAATGACCCCAGETGCAGCGAGCARTCARGCATACACTGAGGTGGTCCTCT 479
87-9-1 CGGCGTCARGAATGACCCCAGETGCAGCGAGCART CARGCATACACTGAGGTGETCCTCT 479
¥121-20-1 CGGCGTCAAGAATGACCCCAGGTGCAGCGAGCART CARGCATACACTGAGGTGGTCCTCT 479
LR B B R SR AR S A A 8 8 8 ] R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
¥112-42-3 TGGCCTGGCCCTATTGTTTTGTTGCAGAACTCTCAGGTTGACCTCGGAT 528
¥116-18-3 TGGCCTGGCCCTATTGTTTTGTTGCAGRACTCTCAGGTTGACCTCGGAT 5238
¥86-10-1 TGGCCTGGCCCTATTGTTTTGTTGCAGRACTCTCAGGTTGACCTCGGAT 529
¥33-8-1 TGGCCTGGCCCTATTGTTTTGTTGCAGRACTCTCAGGTTGACCTCGGAT 5238
87-9-1 TGGCCTGGCCCTATTGTTTTGTTGCAGRACTCTCAGGTTGACCTCGGAT 5238
¥121-20-1 TGGCCTGGCCCTATTGTTTTGTTGCAGRACTCTCAGGTTGACCTCGGAT 5238

R R R R R R R R AR AR A RN AR R R AR AR RRRA R RRRRE

Figura 8. Alineamiento de secuencias correspondientes a la region ITS de 6 aislados de P. chlamydospora
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El dendrograma resultante del alineamiento anterior permitié establecer dos
grupos en funcion de las bases presentes en las posiciones 369 y 438 (Figura 9):

- grupo I formado por 14 aislados con Timina en ambas posiciones,

- grupo II formado por 21 aislados con Adenina en posicion 369 y Citosina en

posicion 438.

El aislado Y86-10-1 present6 una Guanina adicional en la posicion 19 (Figura 8)
que no se repitid en el resto de aislados analizados. En el dendrograma se incluyd una
secuencia de Phaeoacremonium aleophilum obtenida de la base de datos NCBI
(DQ404356.1).

Y89-4-2
Y89-7-1
Y116-18-3
Y82-11-4
PchLR47
Y112-42-3
87| Y82-15-1
Y106-3-3
Y119-8-5
Y122-14-3
Y122-3-6
Y86-10-1
Y38-8-1
Y121-27-1
Y87-9-1
VR39-1
Y116-35-4
PChCBS16190 Phaeomoniella chlamydospora
VR3-2
Y80-6-1
Y83-8-1
V13-1
VR6-1
VR7-1
Y87-5-3 Grupo Il
LR9
PchCBS239.74
Y87-7-1
Y80-10-2
Y106-4-3
PchINIA
Y121-29-6
Y41-2-2
Y105-3-2
Y121-20-1

Grupo |

52

gi|89257856|gb|DQ404356.1] _] Phaeoacremonium aleophilum

0.:20 0.:15 0.:10 0.2)5 O.I:Z)O
Figura 9. Dendrograma generado a partir del alineamiento de secuencias de la region ITS de 35
aislados de P. chlamydospora.
3. Variabilidad de P. chlamydospora en la -tubulina
La amplificacion de los exones 1 al 6 de la B-tubulina con los cebadores T1 y

Bt2b proporciond un fragmento de 550 pb. El alineamiento de las secuencias obtenidas

puso de manifiesto la existencia de un porcentaje de homologia del 100%.

114



Capitulo ITI: Variabilidad genética de P. chlamydospora

4. Variabilidad de P. chlamydospora en el factor de elongacién 1a

Cuando la amplificacion de los exones 2-3 del gen del factor de elongacion la
se realizd con los cebadores descritos por Carbone y col. EF1-728F y EF1-986R a una
temperatura de hibridacion de 58° C, no se produjo amplificacién en ninguno de los
aislados. La disminucion de la temperatura de anillamiento hasta 53° C, favorecio la
amplificacion de un fragmento de 180 pb, que no guard6 homologia con ninguna
secuencia de la base de datos. A partir de la comparacion de secuencias del factor de
elongacion la de distintas especies de hongos presentes en la base de datos GenBank se
disefiaron otro par de oligonucleotidos iniciadores (EFE2F y EFE3R) que permitieron
amplificar un fragmento de 337 pb (Figura 10). Las secuencias obtenidas para los 35
aislados se alinearon resultando una homologia del 99-100%. Se diferenciaron dos

grupos en funcion del nucledtido presente en la posicion 294 (Citosina o Timina).

TEI-G-1 CCCCTTGATCTACAAGTRCGETGETATC GACARGCETACCATTGAGALGTTC GAGAAGET &0
TET-9-1 CCCCTTGATCTACAAGTRCGETGETATC GACARGCETACCATTGAGALGTTC GAGAAGET &0
T121-20-1 CCCCTTGATCTACAAGTRCGETGETATC GACARGCETACCATTGAGALGTTC GAGAAGET &0
Y116-18-3 CCCCTTGATCTACAAGTGOGOTGETATC GACALGOGTACCATTRAGALGTTC GAGAAGGT 60
¥86-10-1 CCCCTTGATCTACAAGTGOGOTGETATC GACALGOGTACCATTRAGALGTTC GAGAAGGT 60
¥112-42-3 CCCCTTGATCTACAAGTGOGOTGETATC GACALGOGTACCATTRAGALGTTC GAGAAGGT 60
i o ol i i i i i i i i e i i e i e
TE3-8-1 ATGACTTCCACCCTCATTATCACATTTTGOTGC CTTATC GO0 GE CTETGTRARAMATTTTE 120
TE7-9-1 ATEACTTCCACCCTCATTATCACATTTTGOTGC CTTATC GO0 GE CTETETRARAMATTTTE 120
T1z1-20-1 ATEACTTCCACCCTCATTATCACATTTTGOTGC CTTATC GO0 GE CTETETRARAMATTTTE 120
T116-18-3 ATEACTTCCACCCTCATTATCACATTTTGOTGC CTTATC GO0 GE CTETETRARAMATTTTE 120
THE-10-1 ATGACTTCCACCCTCATTATCACATTTTGOTGC CTTATCGOCGE CTRTRTRARAATTTTS 120
T112-42-3 ATGACTTCCACCCTCATTATCACATTT TGO TG CTTATCGOC G CTETETRARRATTTTS 120
bk o o o o o b o ok o b o o o b o bk o o e o o ok o o o b o ko
TEI-G-1 GTGGGRGCGEEECTETCALLAC GACCCTTGCTTCAC COCAATRCTCTCCACCAACCATAT 150
TET-9-1 GTGGGRGCGEEECTETCALLAC GACCCTTGCTTCAC COCAATRCTCTCCACCAACCATAT 150
T121-20-1 GTGGGRGCGEEECTETCALLAC GACCCTTGCTTCAC COCAATRCTCTCCACCAACCATAT 150
Y116-18-3 GTGGGEGOGEGECTCTOALLAC GACCCTTGOTTCAC COCAATGCTCTCCACCALCCATAT 180
¥86-10-1 GTGGGEGOGEGECTCTOALLAC GACCCTTGOTTCAC COCAATGCTCTCCACCALCCATAT 180
¥112-42-3 GTGGGEGOGEGECTCTOALLAC GACCCTTGOTTCAC COCAATGCTCTCCACCALCCATAT 180
i o ol i i i i i i i i e i i e i e
TE3-8-1 TTCATCACTGCGATARGCTTETCATTCAMAALGCTCATCACTGACTGTTCTCAATAGGAR 240
TE7-9-1 TTCATCACTECGATARGCTTETCATTCAMAAAGCTCATCACTGACTGTTCTCAATAGGAR 240
T1z1-20-1 TTCATCACTECGATARGCTTETCATTCAMAAAGCTCATCACTGACTGTTCTCAATAGGAR 240
T116-18-3 TTCATCACTECGATARGCTTETCATTCAMAAAGCTCATCACTGACTGTTCTCAATAGGAR 240
THE-10-1 TTCATCACTARCGATAAGCTTETCATTCAMAAAGCTCATCACTGACTETTCTCAATAGGAL 240
T112-42-3 TTCATCACTHCGATAAG CTTETCATTCARAALGCTCATCACTGACTETTCTCAATAG AL 240
bk o o o o o b o ok o b o o o b o bk o o e o o ok o o o b o ko
TEI-G-1 GLTGCTGAACTCGGALAGGETTCCTTCAAGTATGCCTRGETTTTRGACALGCTCALGEEE 300
TET-9-1 GLTGCTGAACTCGGALAGGETTCCTTCAAGTATGCCTRGETTTTRGACALGCTCALGEEE 300
T121-20-1 GLTGCTGAACTCGGALAGGETTCCTTCAAGTATGCCTRGETTTTRGACALGCTCALGEEE 300
Y116-18-3 GCTGCTGAACTCGGALLGEGTTCCTTCALGTATGCCTEGETTTTGGACAAGCTCALGECE 300
¥86-10-1 GCTGCTGAACTCGGALLGEGTTCCTTCALGTATGCCTEGETTTTGGACAAGC TTALGECE 300
¥112-42-3 GCTGCTGAACTCGGALLGEGTTCCTTCALGTATGCCTEGETTTTGGACAAGC TTALGECE 300
i ol ol i i i i i i i i i el e i e i e i
TE3-8-1 GAGCGTGAGCGTGGTATCAC CATC GATATCGCCCAML 337
TE7-9-1 GAGCOTGAGCGTGGTATCAC CATC GATATCGCCCAML 337
T1z1-20-1 GAGCOTGAGCGTGGTATCAC CATC GATATCGCCCAML 337
T116-18-3 GAGCOTGAGCGTGGTATCAC CATC GATATCGCCCAML 337
THE-10-1 GAGCGTGAGCCTGGTATCAC CATC GATATCGCCCALL 337
T112-42-3 GAGCOTGAGCETRGTATCAL CATC GATATEGCCCAML 337

ok ol o o o ok o o oo o o o o e o o ol o o ol ol o o o ol b

Figura 10. Alineamiento de secuencias correspondientes factor de elongacion 1a de 6 aislados de P.
chlamydospora
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5. Analisis de la variabilidad genética de P. chlamydospora.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a partir del andlisis de patrones de
bandas mediante amplificacion de fragmentos de ADN al azar con los cebadores OPA-
8, OPC-8 y OPE-20, asi como el andlisis de las secuencias correspondientes a tres
regiones distintas del genoma de P. chlamydospora, se elabor6 un dendrograma que

puso de manifiesto la variabilidad existente entre los distintos aislados (Figura 10).

CBS16190h I - -
PchLEOh I -

Y116-18-3¢ | >50

Y86-10-1b I 15-20

Y112-42-3¢c I >50
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PchSaINTAD 11 -

CBS23074 11 - -
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Y82-15-1h I 15-20

Y80-4-2h I <5
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Y122-3-4¢ | >50
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| Y106-3-3¢ I 1 ]
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Figura 11. Dendrograma representativo de la variabilidad genética de P. chlamydospora construid
a partir de los datos obtenidos mediante RAPD.
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A partir de los patrones de bandas obtenidos mediante RAPD se diferenciaron 9
grupos de homologia (A-I). La mayoria de los aislados se agruparon en A y D. El grupo
A formado por 9 aislados entre los que se incluyen el aislado de referencia CBS161.90b
y los dos aislados franceses PChLR9b y PchLLR47b, incluyeron aislados procedentes de
cepas de todas las edades, al igual que el grupo D, pero en este ultimo todos los aislados
presentaron patron ITS del grupo II. Por el contrario, el grupo E so6lo lo forman plantas
de menos de 20 afios y en el grupo H todos los aislados pertenecen a plantas con mas de
50 afios. Merece la pena destacar la existencia de variabilidad de patrones dentro de una
misma planta, que puede ponerse de manifiesto en el andlisis de los aislados
procedentes de las cepas Y80, Y82, Y106, Y116, Y121 e Y122. En cambio todos los
aislados analizados de las cepas Y87 e Y89 presentaron los mismos patrones RAPDs y
mismo grupo ITS.

De los 35 aislados analizados se seleccionaron 6, cuyas secuencias
correspondientes a la region ITS, P-tubulina y factor de elongacion 1 o fueron
introducidas en la base de datos GenBank. Los nimeros de acceso se detallan en la

Tabla 2.

/Aislado ITS

p-tubulina factor de elongacion l-a\

Qecuenciadas para seis aislados de P. chlamydospora.

Y83-8-1 EU018412 EU078329 EU158820
Y86-10-1 EU018413 EU078334 EU158821
Y87-9-1 EU018414 EU078330 EU158822
Y112-42-3 EUO018415 EU078332 EU158823
Y116-18-3 EUO018416 EU078331 EU158824
Y121-20-1 EU018417 EU078333 EU158825
Tabla 2. Numeros de acceso a la base de datos Genbank de las distitas regiones

/
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Discusion

El estudio de la variabilidad genética de los microorganismos proporciona una
valiosa herramienta para el conocimiento y diagnostico precoz de los mismos,
permitiendo determinar la clasificacion de cada organismo, asi como las relaciones
filogenéticas existentes entre microorganismos proximos. Estudios basados en las
diferencias existentes entre las secuencias de B-tubulina y la region ITS de aislados de
P. chlamydospora y P. aleophilum permitieron a Groenewald y col. (2001) corroborar
los datos publicados un afo antes por Crous y Gams (2000). En dicho trabajo ambos
autores describieron el género Phaeomoniella, cuya especie P. chlamydospora divergia
tanto morfolégica como molecularmente del resto de las especies del género
Phaeoacremonium.

Tegli y col. (2000b) estudiaron la variabilidad genética existente entre 15 aislados
de P. chlamydospora y 29 de P. aleophilum procedentes de ocho regiones italianas
mediante amplificacion aleatoria de fragmentos de ADN polimodrficos (RAPD) y
amplificacion aleatoria de micro o minisatélites (RAMS) no encontrando ninguna
similitud entre los aislados de una region que permitiera diferenciarlos de los de otras
regiones, a pesar de detectar un total de 18 fragmentos polimorficos en los aislados de
P. chlamydospora a partir del estudio de los patrones de 4 cebadores RAPD
diferenciando un total de 24 genotipos. Borie y col. (2002) estudiaron la variabilidad
existente entre 164 aislados de P. chlamydospora procedentes de distintas regiones de
Francia, 47 de los cuales procedian de una tnica parcela, obteniendo polimorfismos con
tan s6lo 6 cebadores RAPD. Mostert y col. (2006) analizaron 88 aislados procedentes de
8 paises mediante la amplificacion de fragmentos de longitud variable (AFLP),
obteniendo 138 marcadores con tan so6lo dos combinaciones de cebadores, el 33% de los
cuales resultaron ser polimorficos. En todos estos trabajos concluyeron que existe un
escasa variabilidad genética entre los aislados de P. chlamydospora, lo que parece
apuntar hacia la existencia de reproduccion asexual.

En el presente trabajo hemos abordado el estudio de la variabilidad intraespecifica
de P.chlamydospora en aislados espafioles, mediante la utilizacion de marcadores
RAPD asi como a partir de la secuenciaciéon de tres zonas del genoma: ADN

ribosdmico, B-tubulina y factor de elongacion 1a.
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De los 20 cebadores RAPD utilizados, tan sélo tres permitieron identificar 4
fragmentos polimorficos (marcadores RAPD: A-8 2060, C-8 1220, E-20 1500 y E-20
870 pb) que dividieron los 35 aislados de P. chlamydospora en 9 grupos de homologia
(A-I). Como cabia esperar, los aislados procedentes de una misma planta presentaron el
mismo patrén (plantas Y87 e Y89), sin embargo, seis muestras presentaron aislados con
distintos patrones (Y80, Y82, Y106, Y116, Y121 e Y122), lo que pone de manifiesto la
existencia de distintos focos de infecciéon en una misma planta. A pesar de las escasos
aislados procedentes de otras regiones, los datos presentados no muestran una
agrupacion de los aislados en funcién de la procedencia geografica.

El ADN ribosémico es una zona de gran importancia desde el punto de vista
filogenético por ser una region muy conservada dentro de cada especie, a la vez que
permite diferenciar distintas especies dentro de un mismo género (Tegli y col. 2000a).
En el presente trabajo se ha observado la escasa variabilidad existente en esta zona del
genoma de P. chlamydospora cuyos aislados tan sélo se diferenciaron en dos pares de
bases de un total de 528 pb amplificadas, dicha variabilidad permitié establecer dos
grupos. Al igual que en la variabilidad descrita a partir de los patrones RAPD no todos
los aislados de una misma planta se encuadraron en el mismo grupo. Como ejemplo
podemos senalar la planta Y106, cuyos dos aislados pertenecen a distintos grupos de
homologia (Y106-3-3c grupo de homologia I-F e Y106-4-3b grupo I-D), o los tres
aislados de la planta Y121, dos de los cuales pertenecen al grupo II-D (Y121-20L-1c e
Y 121-29-6¢) y otro al grupo I-H (Y121-27L-1b). En el caso de las plantas Y80 e Y86, a
pesar de que sus aislados poseen patron RAPD distintos, pertenecen al mismo grupo de
homologia ITS (Y80 al grupo Il e Y86 al grupo I).

Los fragmentos de B-tubulina y factor de elongacion presentaron una homologia
del 100% entre todos los aislados ensayados, 1o que confirma la consistencia del género
Phaeomoniella, descrito por Crous y Gams (2000) y corroborado por los datos
publicados por Groenewald y col. (2001) a partir del estudio de la region ITS y B-
tubulina. Segin nuestro conocimiento, el presente capitulo constituye el primer estudio
del factor de elongacion 1a en Phaeomoniella chlamydospora, y a pesar de carecer de
importancia desde el punto de vista de la variacion intraespecifica, deberia ser tenido en
cuenta como una zona de gran importancia para el estudio de variabilidad entre especies

de un mismo género.
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Introduccion

Desde la prohibicion del arsenito sodico grupos de investigacion en todo el
mundo en colaboracion con empresas quimicas dedicadas a la sintesis de nuevas
materias activas, trabajan en la busqueda de fungicidas que permitan hacer frente a los
hongos asociados a las enfermedades de la madera de la vid. Jaspers (2001) ensayd in
vitro el efecto de 22 materias activas frente a tres aislados de Phaeomoniella
chlamydospora. El estudio se realizd teniendo en cuenta tanto el efecto sobre el
crecimiento de micelio como la germinacién de las esporas, concluyendo que los
fungicidas sistémicos ensayados fueron mas efectivos frente al crecimiento del micelio,
mientras que los fungicidas de contacto mostraron mayor actividad frente a la
germinacion de las esporas.

En un estudio sobre la enfermedad de Petri realizado en Australia por Laukart y
col. (2001), se ensayo la actividad de 8 fungicidas sobre Phaeomoniella chlamydospora.
Los fungicidas se aplicaron mediante pulverizacion foliar (Benomilo, Benzothiodiazol,
Fenamirol, Kresoxim-methylo, Phosponato, Prochloraz, Tebuconazol, Triadimenol) y
también se realiz6 un tratamiento de termoterapia, en plantas enraizadas de Pinot Noir
de un afio de edad, infectadas con Phaeomoniella chlamydospora en invernadero. La
valoracion de los sintomas se realizd en base a la presencia de necrosis vasculares
longitudinales y manchas oscuras en los cortes transversales de la madera. Las plantas
se analizaron 22 semanas después de haber sido plantadas. Todos los tratamientos
disminuyeron significativamente la incidencia de los puntos oscuros. El tratamiento con
Phosphonato fue el mas eficaz mientras que el Benzothiodiazol fue el menos efectivo
con respecto al control de Phaeomoniella chlamydospora.

En Portugal Rego y col. (2006) realizaron un estudio sobre Cylindrocarpon
destructans el principal patogeno aislado en vifiedos jovenes con sintomas de Pie
Negro. Evaluaron in vitro los efectos de 14 materias activas (Carpropamid, Cyprodinil,
Pyrimethanil, Benomyl, Tebuconazol, Thiabendazol, Prochloraz, Difenoconazol,
Fosetyl-Al, Azoxystrobin, Trifloxystrobin, Tolyfluanid, Cypronidil + Fluxidioxonil,
Carbendazima + Flusilazol) sobre el crecimiento de micelio y la germinacion de las
esporas de 4 aislados de Cylindrocarpon destructans. Las materias activas que
mostraron mayor efecto inhibidor sobre el crecimiento del micelio, en orden

decreciente, fueron: Prochloraz, Carbendazima + Flusilazol, Benomilo, Cypronidil +
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Fludioxonil y Tebuconazol; y sobre la germinacion de las esporas de Cylindrocarpon
destructans: Cypronidil + Fludioxonil, Tolyfluanid, Azoxystrobin y Trifloxystrobin.

Uno de los problemas que plantea el tratamiento frente a los hongos de la
madera es la dificultad de hacer llegar el tratamiento directamente a los tejidos
afectados. Para favorecer la aplicacion intravascular del fungicida en los ultimos afios se
han realizado diversas investigaciones basadas en la aplicacion de distintos fungicidas
mediante inyeccion directa al tronco.

Calzarano y col. (2004) en un estudio llevado a cabo en tres parcelas localizadas
en las provincias de Teramo y Abruzzi (Italia), severamente afectadas por yesca,
inyectaron directamente al tronco o en la tierra distintos fungicidas (triazoles y Fosetyl
Al), después de haber sometido a las plantas enfermas a una renovacion del tronco. Los
cortes de las partes enfermas del tronco permitieron determinar el grado y el tipo de
deterioro de la madera. El tratamiento del fungicida comenz6 en 1995, cuando se realizo
la renovacion del tronco y continu6 hasta 1998, las vides fueron supervisadas durante
cuatro afios mas, hasta 2002. De manera general, el método de inyeccion en el tronco
dio mejores resultados que la inyeccion en tierra.

En Hungria, Dula y col., (2007), ensayaron la inyeccion en el tronco de varios
fungicidas  (Propiconazol, Difenoconazol, Thiabendazol, Propinoconazol +
Thiabendazol) antes del comienzo del reflujo de savia en el xilema, en varias parcelas
afectadas de Yesca, en el ano 2005. Se observo tanto si disminuian los sintomas de
Yesca como si aumentaba el vigor de las plantas, resultando que el numero de plantas
con sintomas de Yesca decrecio y las distintas materias activas no influyeron en el vigor
de las plantas.

Darrieutort y Lecomte (2007) evaluaron las técnicas de inyeccion de fungicidas
en el control de las enfermedades de la madera de la vid. Las inyecciones se realizaron
con el inyector StemJect®. Se realizaron de 2 a 4 orificios de 8mm de didmetro con una
profundidad del 80% del didmetro del tronco de la cepa. Se probo la eficacia de tres
materias activas: dos fungicidas derivados del Triazol (Propiconazol y Difenoconazol) y
un elicitor (Acido 2-Hidroxybenzoico). Durante los afios siguientes al tratamiento
(2001-2005) dos variedades susceptibles manifestaron sintomas: Cabernet Savignon y
Cabernet Franc. Las plantas no tratadas también desarrollaron sintomas de Yesca o
Eutipiosis, y los fungicidas derivados del Triazol tuvieron efectos fitotoxicos.

La técnica de la inyeccion del fungicida en el tronco tiene un futuro prometedor

pero hasta el momento las materias activas ensayadas no han proporcionado un control
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definitivo de las enfermedades de la madera aunque, como se ha mencionado
anteriormente, en algunos casos se ha conseguido reducir el grado de afectacion de las
plantas tratadas.

El objetivo del presente capitulo fue ensayar el efecto de un fungicida comercial,
y sus dos materias activas, frente a los hongos asociados a las enfermedades de la
madera de la vid. El fungicida comercial Escudo” y sus materias activas Flusilazol y
Carbendazima se ensayaron frente a 14 especies de hongos asociados a los decaimientos

de la vid, midiendo su efecto tanto en placa Petri como en sarmientos de vid.
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Materiales y métodos

1. Ensayo de la actividad del fungicida comercial Escudo® y sus materias activas
Carbendazima y Flusilazol.

El fungicida Escudo® (DuPont, Agricultural products, Barcelona, Espafia) esta
compuesto por dos materias activas: Carbendazima (10g/l) y Flusilazol (5g/1). Son dos
moléculas con actividad fungicida sistémica, un silicotriazol y un bencimidazol. Se
presenta en forma de suspo-emulsion, de aspecto viscoso y coloracion azul turquesa. Ha
sido disefiado para su uso como fungicida protector de las heridas de poda frente a los
ataques de las enfermedades de la madera, ofreciendo una doble proteccion, actuando a
la vez de barrera fisica y quimica. Para el estudio de la actividad de cada una de las
materias activas se utilizaron Carbendazima 1% (Probelte) y Flusilazol 0,5% (Nustar,
DuPont).

El ensayo se realizo, tanto en placa Petri como en sarmientos, frente a 14
especies de hongos asociados a los decaimientos de la vid (Tabla 2, capitulo I

Materiales y métodos).

1.1. Actividad fungicida en placa Petri

El ensayo se realizo6 en medio de cultivo MEA suplementado con
cloranfenicol. El fungicida Escudo® se utilizo al 50% para facilitar su homogeneizacion
sobre el medio de cultivo MEA. Carbendazima y Flusilazol se utilizaron en la
concentracion a la que se encuentran en Escudo® (Carbendazima 1% y Flusilazol 0,5%).

Se sembraron 5 placas Petri para cada uno de las 14 especies de hongos en
las que previamente se habian extendido 150 pl del fungicida sobre 1/3 de la placa, en el
centro de los 2/3 restantes se sembrd la especie correspondiente. Como control de
crecimiento del hongo se sembraron 5 placas sin fungicida para cada una de las especies
ensayadas. Las placas se incubaron en estufa a 25° C y se midid el crecimiento del
hongo durante 20 dias. Para el analisis de los resultados se consider6 el crecimiento de
la placa control como 100% y se calcul6 el porcentaje de crecimiento del hongo en
presencia de cada uno de los fungicidas, como porcentaje de crecimiento respecto del

control.

126



Capitulo IV: Medios de control.

Las especies que no fueron capaces de crecer en presencia de fungicida
fueron resembradas en nuevas placas de PDA sin fungicida para determinar la

capacidad fungicida o fungiestatica del mismo.

1.2. Actividad fungicida en sarmientos

Se utilizaron sarmientos procedentes de la poda de cepas de la variedad
Tempranillo. Los sarmientos fueron cortados en fragmentos de 15-20 cm dejando dos
nudos por fragmento, se lavaron superficialmente con agua y jabon, se dejaron secar y
se esterilizaron en autoclave durante 40 minutos a 121° C. Se realiz6 una herida entre
los nudos de cada sarmiento en la que se aplico 50 ul del fungicida correspondiente, se
dejé secar, se afiadié un fragmento de agar del hongo y se sello la herida con Parafilm®.
Para cada una de las especies y fungicidas ensayados se realizaron 10 réplicas. En los
sarmientos control no se anadi6 fungicida, tan sélo el trozo de agar con micelio de la
especie a ensayar. Los sarmientos inoculados se mantuvieron en camara de cultivo a 22°
C durante 14 horas de luz y a 18° C durante 10 horas de oscuridad. El tiempo de
permanencia en la cdmara de cultivo fue variable dependiendo del tipo de hongo
inoculado. Transcurrido ese tiempo los sarmientos fueron analizados 1cm por encima y
por debajo de la herida. Para ello se sembraron 3 astillas por corte en placas con medio
MEA que fueron incubadas a 25° C para determinar el crecimiento o no de la especie

ensayada (Figura 1).

Sarmiento
sano

Aplicacion del

fungicida Crecimiento en

Inoculacion del camara de cultivo
hongo & :’ |
C i; &'h. '7- . - 3 y

Cortes
transversales
| -

Identificacion del ~ Cultivo de
hongo inoculado  astillas mea)

Figura 1. Esquema del proceso de inoculacion de sarmientos para el ensayo de la
actividad del fungicida comercial Escudo® y sus materias activas Carbendazima y
Flusilazol.
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2. Analisis estadistico
Todos los analisis realizados fueron llevados a cabo con el programa SAS 9.1 con

ayuda del personal de la Facultad de Matematicas de la Universidad de Valladolid.

2.1. andlisis de datos de los ensayos en placa

Los resultados de los ensayos in vitro fueron analizados mediante analisis de la
varianza (ANOVA). El andlisis de varianza sirve para comparar si los valores de un
conjunto de datos numéricos son significativamente distintos a los valores de otro o mas
conjuntos de datos. Las distribuciones estadisticas mas comunes son la lambda (A) de
Samuel Stanley Wilks, la traza de Pillai-M. S. Bartlett, la traza de Lawley-Hotelling y la
raiz mayor de Roy. La mejor aproximacion de la lambda de Wilkins fue hallada por C.
R. Rao. En una primera aproximacion se utilizé el F-estadistico razéon de verosimilitud
Lambda de Wilks para contrastar si las medias entre los grupos son iguales (Ho: 1 = W
= ... =l), este valor se compard con una distribucion F, para obtener el p-valor.
Posteriormente se realizd una comparacion de las componentes medias de cada variable
con la variable control (ANOVA), y mediante un t-estadistico con aproximacion de

Bonferroni evaluamos los intervalos.

2.2. analisis de datos de los ensayos en placa

Se estudid la relacion existente entre la aplicacion de un fungicida (Escudo®,
Carbendazima o Flusilazol) y el crecimiento de un hongo (con cada uno de las 14

especies de hongos ensayados), siendo éstas variables categoricas.

Para el estudio se emplea una tabla de contingencia para registrar y analizar la
relacion entre las dos variables: crecimiento o no crecimiento del hongo frente a la
utilizacion o no utilizacion de fungicida. Se realiza un muestreo retrospectivo ya que
estan fijadas de antemano las filas (10 individuos para cada fila), por lo que la tabla
sigue una distribucién multinomial producto. Para probar la independencia de las
muestras entre si se utilizé el test Chi-cuadrado de Pearson en el que la hipotesis nula

fué la no asociacidn entre las variables con un nivel de confianza del 95%.
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Resultados

1. Efectividad del fungicida comercial Escudo® y sus materias activas
Carbendazima y Flusilazol en placa.

El crecimiento de cada una de las especies en las placas control fue considerado
como un crecimiento del 100%, de esta forma el crecimiento de cada una de las
especies en presencia del fungicida se expresé como porcentaje de crecimiento respecto
del control. La Figura 2 representa el crecimiento de Diplodia seriata en presencia de
Escudo®™, Carbendazima o Flusilazol, comparado con el crecimiento en las placas
control. Puede observarse como en ausencia de fungicida D. seriata alcanza el maximo
crecimiento a los 10 dias, mientras que en presencia de Flusilazol tras 20 dias no
alcanza ni la mitad del radio de crecimiento que alcanza la placa control, y en presencia
de Escudo® o Carbendazima tan solo crece durante los 4 primeros dias, observandose a

continuacion una inhibicidn del crecimiento.

Control Escudo Carbendazima Flusilazol

Crecimiento (mm.)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

dias

—o— Control —@— Escudo —jjii— Carbendazima —a— Flusilazol

Figura 2. Crecimiento de D. seriata en presencia de Escudo, Carbendazima y Flusilazol.

Las gréficas correspondientes al resto de las especies ensayadas, asi como los datos

estadisticos se recogen en un anexo al final de este capitulo (Anexo Capitulo IV).
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En la Tabla 1 se resumen los resultados obtenidos para todas las especies estudiadas:

Especie Control  Escudo® Carbendazima Flusilazol
D. seriata 269+04 45+1 4,7+0,8 149+2,6
D. mutila 246+19 1,2+09 2,7+0,6 5,1+£23
B. dothidea 26,704 39+0.,5 4,6+0,7 14 £ 0,7
N. parvum 269+09 3,4+0,6 4,5+0,7 6,4+0,9
Do. sarmentorum 26,2 +0,7 0 0F 0
Do. iberica 26,7+ 1 0,6 £0,2 1,2+ 04 11,1 £0,5
Do. viticola 264+06 2,7+0,5 1,6 £ 0,4 3,1+£1,2
P. chlamydospora 12+0,9 0 0 0
P. aleophilum 144+03 03+04 0,9+04 10,6 + 0,9
C. destructans 235+1,7 4,1+t14 12,3+1,5 8,8+1,2
S. hirsutum 27,8+33 349+14 36,5+ 0,4 333+1,7
F. mediterranea 26,6 +0,1 10,1 +£27 31,3+0,9 12,5+ 1,7
P. viticola 13,4+6,8 0 0Ff 0
E. lata 20,7 + 0,4 0 12+1,7 0F

fungicida.

Tabla 1. Porcentaje de crecimiento in vitro de cada una de las especies ensayadas en

ausencia (control) y presencia de fungicida. © materias activas que presentaron efecto

El fungicida comercial Escudo® inhibe de forma significativa (p<0,05) el
crecimiento de todas las especies de ascomicetos ensayadas (con valores del 0-20%),
pero permite el crecimiento al 40% de F: mediterranea y no ejerce ningtin efecto sobre
S. hirsutum (crecimiento del 100%). La inhibicion del crecimiento fue total en el caso
de E. lata, P. chlamydospora, Do. sarmentorum y P. viticola.

Carbendazima inhibe significativamente (p<0,05) el crecimiento de todas las
especies ensayadas excepto de C. destructans que presentd un crecimiento del 50%, y
los basidiomicetos F. mediterranea y S. hirsutum cuyo crecimiento no se vio afectado
(100%). La inhibicion de P. chlamydospora, Do. sarmentorum y P. viticola fue
completa.

Flusilazol inhibe totalmente el crecimiento de E. lata, P. chlamydospora, Do.

sarmentorum y P. viticola; redujo en un 80-90% el crecimiento de N. parvum, Do.
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viticola y D. mutila; F. mediterranea, B. dothidea, D. seriata, C. destructans y Do.
iberica presentaron crecimientos del 40-60%; P. aleophilum crecié en torno al 80%
respecto del control, mientras que el crecimiento de S. hirsutum fue similar al del
control (100%).

En cuanto a la actividad fungicida o fungiestatica de cada una de las materias
activas ensayadas: Carbendazima tuvo un efecto fungicida frente a Do. sarmentorum y
P. viticola, mientras que se comportdé como fungistatico frente a P. chlamydospora;
Flusilazol resulto tener capacidad fungicida frente a E. lata y fungiestatica frente a P.
chlamydospora, Do. sarmentorum y P. viticola; Escudo® tuvo un efecto fungistatico
frente a Do. sarmentorum, P. chlamydospora, P. viticola y E. lata, puesto que el
merecimiento de los aislados se recuperd al pasarlos a medio de cultivo fresco (sin

fungicidas).

2. Efectividad del fungicida comercial Escudo® y sus materias activas
Carbendazima y Flusilazol en sarmientos de vid.

De las 14 especies de hongos inoculadas en sarmientos tan sélo se obtuvo un
porcentaje del 100% de crecimiento en los sarmientos control inoculados con D.
seriata, D. mutila, B. dothidea, Do. iberica y Do. viticola; N. parvum creci6 en el 90%
de los sarmientos control; S. hirsutum y E. lata en el 80%; P. aleophilum en el 50% y C.
destructans en el 20%. Para el resto de las especies ensayadas o no hubo crecimiento en
los sarmientos control o se contaminaron por lo que los datos obtenidos con las distintas

materias activas no son representativos.

Figura 3. Ensayo de inoculacién de D. seriata en sarmientos. A: sarmiento sano (no
inoculado). B: Sarmiento inoculado con D. seriata donde se observa el crecimiento del hongo
en la parte distal del sarmiento. C: Sarmiento inoculado con D. seriata y descortezado, donde
se aprecia el crecimiento del hongo a lo largo del sarmiento.
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El porcentaje de sarmientos crecidos para cada una de las especies ensayadas se

resume en la siguiente tabla:

Especie Control Escudo® Carbendazima Flusilazol
D. seriata 100 10 10 20
D. mutila 100 0 0 0
B. dothidea 100 10 10 30
N. parvum 90 0 0 0
Do. iberica 100 10 0 0
Do. viticola 100 10 40 70
P. aleophilum 50 0 0 0
C. destructans 20 0 0 0
S. hirsutum 80 0 100 0
E. lata 80 0 0 0

Tabla 2. Porcentaje de crecimiento en sarmiento de cada una de las especies ensayadas
en ausencia (control) y presencia de fungicida.

Debido a que el porcentaje de crecimiento en los sarmientos control de C.
destructans fue tan s6lo del 20%, a pesar de no crecer en presencia de ninguna de las
tres sustancias ensayadas, no se puede demostrar la efectividad de ninguno de los
tratamientos (X2 >0,05).

P. aleophilum creci6 en el 50% de los sarmientos control, mientras que no crecid
en ninguno de los sarmientos inoculados, por lo que Escudo®, Carbendazima y
Flusilazol ejercen un efecto inhibitorio sobre el desarrollo de esta especie (> <0,05).

En ausencia de fungicidas E. lata, N. parvum, D. mutila, Do. iberica, D. seriata
y B. dothidea crecieron en el 80-100% de los sarmientos. Las diferencias de crecimiento
en los sarmientos control y en los sarmientos tratados con fungicida fueron
significativas (x> <0,05), por lo que las tres sustancias ensayadas ejercieron un efecto
inhibitorio frente a estas especies.

La diferencia de crecimiento de Do. viticola en ausencia y presencia de Escudo®
o Carbendazima mostré un efecto significativamente inhibitorio (y* <0,05), que no se

puso de manifiesto en los sarmientos tratados con Flusilazol (y* >0,05). En presencia de
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Carbendazima Do. viticola crecio en el 40% de los sarmientos. En el tratamiento con
Escudo® se observa un efecto sinérgico de ambas materias activas, ya que se observo
mayor inhibicion de la mezcla (crecimiento del 10%) que la observada en los
sarmientos inoculados con Carbendazima (40%) y Flusilazol (70%).

No se observo ningun efecto de Carbendazima sobre el crecimiento de S.
hirsutum (x*>0,05), mientras que Flusilazol ejercio un efecto inhibitorio, impidiendo el
crecimiento tanto en los sarmientos tratados con Escudo® como los tratados solo con

Flusilazol.
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Discusion

En el presente capitulo se estudi6 el efecto fungicida de un formulado comercial
y sus materias activas, sobre 14 especies de hongos asociados a los decaimientos de la
vid. El trabajo se realizo sobre medio de cultivo MEA en placa Petri y en sarmientos de
vid. Los resultados presentados, en general confirman y completan los resultados
obtenidos con anterioridad en el grupo de hongos de la vid del departamento de
Viticultura del ITACYL (Martin y Cobos, 2007b).

En el ensayo realizado en placa Petri, la mayoria de los hongos estudiados
(Ascomicetos) son mas sensibles a Carbendazima que a Flusilazol. Los crecimientos de
las dos especies estudiadas pertenecientes al Phyla Basidiomicetos, Stereum hirsutum y
Fomitiporia mediterranea no se ven afectadas por Carbendazima y son parcialmente
inhibidos por Flusilazol. Se confirma que en presencia de Escudo® (fungicida comercial
cuyas materias activas son Carbendazima y Flusilazol) el crecimiento de los hongos
asociados a los decaimientos de la vid excepto Stereum hirsutum se reduce como
minimo a la mitad. Jaspers (2001) en su estudio precisa que Carbendazima y Flusilazol
actuan mas sobre la inhibicion del crecimiento de micelio que sobre la germinacion de
las esporas de Phaeomoniella chlamydospora. Carbendazima y Flusilazol también son
efectivos contra Cylindrocarpon destructans (Rego y col., 2006), en nuestros ensayos
en placa se observa un efecto sinérgico ya que cada fungicida inhibe el crecimiento en
un 50% y un 60% respectivamente y en presencia de Escudo® la inhibicién es de un
85%. En los estudios que se realizaron sobre Eutypa lata CBS 101.932 se observo una
inhibicion parcial del crecimiento en presencia de Escudo® (Martin y Cobos, 2007b) sin
embargo con el aislado Eutypa lata ST 309 la inhibicion es completa. Esto indicaria que
hay variacion de respuesta entre unos aislados y otros frente a un fungicida como
también hay diferencias en la severidad de los sintomas que producen unos aislados y
otros (Péros & Berger, 1994).

Al igual que en placa Petri, en los ensayos realizados sobre sarmiento,
Carbendazima tiene mayor efecto inhibidor sobre el crecimiento de la mayoria de las
especies estudiadas. Los resultados son comparables para Diplodia seriata, Diplodia
mutila, Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum, y Eutypa lata. En la
inoculacion de sarmientos con Phaeoacremonium aleophilum y Cylindrocarpon

destructans en ausencia de fungicida, el crecimiento ha sido del 50% y del 20%
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respectivamente, valores que limitan la evaluacion de los efectos de los fungicidas sobre
el crecimientos de dichas especies inoculadas en sarmientos. Phaeomoniella
chlamydospora, Dothiorella sarmentorum y Fomitiporia mediterranea, no crecieron en
los sarmientos control (en ausencia de fungicidas) y con el tiempo acabaron
contaminandose con Penicillium y otros hongos. En estas tres especies por tanto, el
estudio con fungicidas no es representativo. Sin embargo, ensayos de inoculacion de
sarmientos con otros aislados de Fomitiporia mediterranea, Phaeomoniella
chlamydospora y Phaeoacremonium aleophilum realizados por Sparapano y col.,
(2000a y b) producen un oscurecimiento de la madera similar a los sintomas de
podredumbre que se observan en la madera de las plantas con sintomas de Yesca. En
cuanto a Dothiorella iberica y Dothiorella viticola, los resultados obtenidos en ensayos
en placa Petri y en sarmientos se contradicen. En medio de cultivo Dothiorella iberica
crecid menos en presencia de Flusilazol que en presencia de Carbendazima. En
sarmientos en presencia de Carbendazima o de Flusilazol el hongo no se desarrolla y en
presencia de Escudo® se aislo el hongo en uno de los diez sarmientos. En medio de
cultivo Dothiorella viticola se desarrolla de igual modo en presencia de los tres
fungicidas (10%), sin embargo en sarmientos el hongo se desarrolld6 en un 70% en
presencia de Flusilazol, en un 40% en presencia de Carbendazima y en un 10% en
presencia de Escudo®.

La interaccién entre hongo y huésped puede tener distintos efectos para la
planta: si se beneficia se habla de mutualismo, si el resultado es neutro se habla de
comensalismo y si se perjudica se habla de parasitismo y/o patogenismo (Trapero,
2000); pero no existe un consenso en la terminologia que se aplica a las relaciones entre
hongo y huésped ya que estas difieren pudiendo pasar de mutualismo a patogenismo en
funcién de los aislados, de las variedades, de las condiciones ambientales y nutritivas,
en definitiva de los estados fisiologicos de cada agente implicado en la interaccion.
Algo asi se estaria observando con los comportamientos de Dothiorella iberica y
Dothiorella viticola cuyas respuestas a Carbendazima y Flusilazol varia en funcion del
medio nutritivo en el que se encuentran. Finalmente Stereum hirsutum, tanto en
sarmientos como en placa Petri, se desarrolla ligeramente mas en presencia de
Carbendazima que en el control positivo, por lo que se corrobora el hecho de que el
hongo sea capaz de alimentarse de los compuestos de Carbendazima. Sin embargo, en
presencia de Escudo® o de Flusilazol el hongo no se desarrolla sobre los sarmientos;

Flusilazol en contacto directo con Stereum hirsutum es capaz de inhibir su desarrollo.
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En medio de cultivo MEA, Escudo® solo inhibe al 100% el crecimiento de
Phaeomoniella chlamydospora, Dothiorella sarmentorum, Eutypa lata y Phomopsis
viticola de lo que se deduce que el efecto de Carbendazima y Flusilazol sobre las otras
diez especies analizadas es fungiéstatico. Para ampliar la informacion sobre el efecto
inhibidor de Carbendazima y Flusilazol, las siembras de las cuatro especies que no
crecieron se trasladaron a un medio exento de inhibidor. Se observo que Flusilazol tiene
efecto fungicida sobre Eutypa lata y fungiéstatico sobre Phaeomoniella chlamydospora,
Dothiorella sarmentorum y Phomopsis viticola y que Carbendazima actia como
fungicida sobre Dothiorella sarmentorum y Phomopsis viticola y como fungiéstatico
sobre Phaeomoniella chlamydospora y Eutypa lata.

El impulso de la agricultura ecoldgica y la creciente preocupacion por la
acumulacién de sustancias quimicas, tanto en los suelos como en los productos de
consumo humano, ha provocado un creciente interés por el estudio de materias activas
de origen natural asi como al uso de microorganismos que antagonicen a los distintos
patégenos que atacan a las plantas, sin interferir en la calidad y sanidad final del
producto. En la actualidad se estd generalizado el uso de agentes de biocontrol como
método de control de enfermedades. Existe una enorme diversidad de organismos
(virus, bacterias, protozoos y nematodos) empleados como agentes de biocontrol, siendo
los micofungicidas (hongo frente a hongo) los mas utilizados. Dentro de éstos, mas de
la mitad pertenecen al grupo de los hifomicetos, y de ellos la gran mayoria forman parte
del género Trichoderma (Papavizas, 1985). Un ejemplo es el uso de distintas cepas de
Trichoderma harzianum, como agente de control frente a Botrytis cinerea (O'Neill y
col., 1996), o frente a hongos fitopatogenos del suelo (Grondona y col., 1997). Sin duda,
y debido a la progresiva prohibicion de las distintas materias activas capaces de hacer
frente a los hongos asociados a las enfermedades de la madera, se hace necesario
recurrir al estudio de agentes de biocontrol que posibiliten hacer frente a este problema

sin interferir en el medio ambiente, ni en la calidad final de las uvas.
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Anexo Capitulo IV

Datos correspondientes a los ensayos presentados en el Capitulo IV

Para facilitar la comprension de los ensayos presentados en el capitulo IV, a
continuacion se recogen los datos obtenidos en cada uno de los ensayos. Estos datos
fueron resumidos en las tablas 1 y 2, y se creyod conveniente no incluirlos en la

redaccion del capitulo, para facilitar su lectura.

1. Ensayo de la actividad fungicida de Escudo®, Carbendazima y Flusilazol frente

a hongos asociados a los decaimientos de la vid.
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Figura 1. Crecimiento de D. mutila en ausencia de fungicida (control, A), en presencia de Escudo®
(B), Carbendazima (C) y Flusilazol (D).
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Figura 2. Crecimiento de B. dothidea en ausencia de fungicida (control, A), en presencia de Escudo®
(B), Carbendazima (C) y Flusilazol (D).
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Figura 3. Crecimiento de N. parvum en ausencia de fungicida (control, A), en presencia de Escudo®
(B), Carbendazima (C) y Flusilazol (D).
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Figura 4. Crecimiento de Do. sarmentorum en ausencia de fungicida (control, A), en presencia de
Escudo® (B), Carbendazima (C) y Flusilazol (D).
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Figura 5. Crecimiento de Do. iberica en ausencia de fungicida (control, A), en presencia de Escudo®
(B), Carbendazima (C) y Flusilazol (D).
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Figura 6. Crecimiento de Do. viticola en ausencia de fungicida (control, A), en presencia de Escudo®
(B), Carbendazima (C) y Flusilazol (D).
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Figura 7. Crecimiento de P. chlamydospora en ausencia de fungicida (control, A), en presencia de
Escudo® (B), Carbendazima (C) y Flusilazol (D).
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Figura 8. Crecimiento de P. aleophilum en ausencia de fungicida (control, A), en presencia de
Escudo® (B), Carbendazima (C) y Flusilazol (D).
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Figura 9. Crecimiento de C. destructans en ausencia de fungicida (control, A), en presencia de
Escudo® (B), Carbendazima (C) y Flusilazol (D).

Figura 10. Crecimiento de S. hirsutum en ausencia de fungicida (control, A), en presencia de
Escudo® (B), Carbendazima (C) y Flusilazol (D).
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Figura 11. Crecimiento de F. mediterranea en ausencia de fungicida (control, A), en presencia de
Escudo® (B), Carbendazima (C) y Flusilazol (D).

141



Anexo capitulo IV

-
o

-
I
L

\

-
5}
L

—

crecimiento (mm
=]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

dias

‘—Q—Control —@— Escudo —m— Carbendazima —a— Flusilazol ‘

Figura 12. Crecimiento de P. viticola en ausencia de fungicida (control, A), en presencia de Escudo®
(B), Carbendazima (C) y Flusilazol (D).
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Figura 13. Crecimiento de E. lata en ausencia de fungicida (control, A), en presencia de Escudo®
(B), Carbendazima (C) y Flusilazol (D).

2. Analisis estadistico
2.1. Evaluacion del efecto fungicida en placa Petri
A continuacién se recogen los datos obtenidos para los distintos estadisticos
analizados asi como una tabla con los resultados del Test T de Bonferroni (Dunn) en
presencia de Escudo®, Carbendazima y Flusilazol. El valor critico de F con un nivel de
confianza del 0,05 y grados de libertad (r-1=-3; N-r =76) segln la tabla de distribucion
F de Sneedecor se encuentra entre 2,72-2,76. Las comparaciones significativas a un

nivel de confianza del 0,05 se representan por asteriscos (***).

2.1.1. Resultados obtenidos para D. seriata

Estadistico Valor F-Valor Pr>F
Wilks' Lambda 0,30183726 | 58,60 <0,0001
Pillai's Trace 0,69816274 | 58,60 <0,0001
Hotelling-Lawley Trace | 2,31304361 58,60 <0,0001
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Roy's Greatest Root | 2,31304361 | 58,60 <0,0001

‘ Diferencia Limite inferior
Concentracion

entre medias de confianza

Limite superior

de confianza

Comparaciones

significativas

Escudo®

17,640 13,525

21,755

koskosk

Carbendazima 17,210 13,095

21,325

skekosk

Flusilazol 12,210 8,095

16,325

2.1.2. Resultados obtenidos para D. mutila

Estadistico Valor

ook sk

Pr>F

Wilks' Lambda 0,29162504

<0,0001

Pillai's Trace 0,70837496

<0,0001

Hotelling-Lawley Trace | 2,42906079

<0,0001

Roy's Greatest Root 2,42906079

' Diferencia | Limite inferior
Concentracion

entre medias de confianza

imite superior

de confianza

<0,0001

Comparaciones

significativas

Escudo® 15,970 12,311

19,629

skkosk

Carbendazima 14,560 10,901

18,219

kksk

14,180 10,521

Flusilazol

17,839

2.1.3. Resultados obtenidos para B. dothidea

Estadistico Valor

F-Valor

skksk

Pr>F

Wilks' Lambda 0.33043823 | 51,33

<0,0001

Pillai's Trace 0.66956177 | 51,33

<0,0001

Hotelling-Lawley Trace | 2.02628419 51,33

<0,0001

Roy's Greatest Root 2.02628419 51,33

' Diferencia Limite inferior
Concentracion

entre medias de confianza

Limite superior

de confianza

<0,0001

Comparaciones

significativas

Escudo®

18,240 13,600

22,880

Akoskok
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Carbendazima

Flusilazol

2.1.4. Resultados obtenidos para N. parvum
Pr>F
<0,0001

Valor
0,20957872 76
0,79042128 76 <0,0001
Hotelling-Lawley Trace | 3,77147683 76 <0,0001

| Roy's Greatest Root 3,77147683 3 76 <0,0001 |

Estadistico

Wilks' Lambda

Pillai's Trace

Concentracion

Diferencia

entre medias

Limite inferior

de confianza

Limite superior

de confianza

Comparaciones

significativas

Escudo®

20,300

16,385

24,215

Hookok

Carbendazima

20,095

16,180

24,010

kskosk

Flusilazol

19,505

15,590

23,420

skeksk

2.1.5. Resultados obtenidos para Do. sarmentorum

Pr>F
<0,0001
<0,0001
<0,0001

Valor
0,30056711
0,69943289
2,32704398

Estadistico

Wilks' Lambda

Pillai's Trace

Hotelling-Lawley Trace

Roy's Greatest Root

Concentracion

Diferencia

entre medias

2,32704398

Limite inferior

de confianza

Limite superior

de confianza

<0,0001

Comparaciones

significativas

Escudo®

15,075

11,314

18,836

skoksk

Carbendazima

15,075

11,314

18,836

Ak sk

Flusilazol
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2.1.6. Resultados obtenidos para Do. iberica

Estadistico

Valor

Anexo Capitulo IV

Pr>F

Wilks' Lambda

0,30960277

3

<0,0001

Pillai's Trace

0,69039723

<0,0001

Hotelling-Lawley Trace

2,22994529

3
3

<0,0001

Concentracion

Diferencia

entre medias

Limite inferior

de confianza

| Roy's Greatest Root 2,22994529 | 56,49 3 76 <0,0001 |

Limite superior

de confianza

Comparaciones

significativas

Escudo®

18,765

14,279

23,251

Carbendazima

18,465

13,979

22,951

kksk

Flusilazol

13,740

9,254

18,226

2.1.7. Resultados obtenidos para Do. viticola

Estadistico

Valor

skkosk

Pr>F

Wilks' Lambda

0,19638856

<0,0001

Pillai's Trace

0,80361144

<0,0001

Hotelling-Lawley Trace

4,09194636

<0,0001

Roy's Greatest Root

Concentracion

Diferencia

entre medias

4,09194636

Limite inferior

de confianza

Limite superior

de confianza

<0,0001

Comparaciones

significativas

Escudo®

17,315

13,819

20,811

skoksk

Carbendazima

19,650

16,154

23,146

skkok

Flusilazol

18,480

14,984

21,976

2.1.8. Resultados obtenidos para P. chlamydospora

Estadistico

Valor

kksk

Pr>F

Wilks' Lambda

0,41474464

<0,0001

Pillai's Trace

0,58525536

<0,0001

Hotelling-Lawley Trace

1,41112219

<0,0001
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Roy's Greatest Root 1,41112219 | 35,75 <0,0001

' Diferencia
Concentracion .
entre medias

Limite inferior

de confianza

Limite superior

de confianza

Comparaciones

significativas

Escudo®

5,3300

3,6223

7,0377

kosk sk

Carbendazima 5,3300

3,6223

7,0377

skekosk

Flusilazol 5,3300

3,6223

7,0377

2.1.9. Resultados obtenidos para P. aleophilum

Estadistico

Valor

ook sk

Pr>F

Wilks' Lambda

0,45625407

<0,0001

Pillai's Trace

0,54374593

<0,0001

Hotelling-Lawley Trace

1,19176125

<0,0001

Roy's Greatest Root

_ Diferencia
Concentracion )
entre medias

1,19176125

Limite inferior

de confianza

Limite superior

de confianza

<0,0001

Comparaciones

significativas

Escudo® 6,9750

4,5402

9,40908

ook sk

Carbendazima 6,6150

4,1802

9,0498

koskosk

Flusilazol 1,7650

-0,6698

4,1998

2.1.10. Resultados obtenidos C. destructans

Estadistico

Valor

Pr>F

Wilks' Lambda

0,55978661

<0,0001

Pillai's Trace

0,44021339

<0,0001

Hotelling-Lawley Trace

0,78639500

<0,0001

Roy's Greatest Root
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Concentracion

Diferencia

entre medias

Limite inferior

de confianza

Limite superior

de confianza

Anexo Capitulo IV

Comparaciones

significativas

Escudo®

10,820

6,693

14,947

skksk

Carbendazima

5,895

1,768

10,022

skksk

Flusilazol

9,340

5,213

13,467

2.1.11. Resultados obtenidos para S. hirsutum

Estadistico

Valor

kksk

Wilks' Lambda

0,95382935

Pillai's Trace

0,04617065

Hotelling-Lawley Trace

0,04840557

Roy's Greatest Root

Concentracion

Diferencia

entre medias

0,04840557

Limite inferior

de confianza

Limite superior

de confianza

Comparaciones

significativas

Escudo®

-1,500

-11,575

8,575

Carbendazima

-6,500

-16,575

3,575

Flusilazol

-0,925

-11,000

9,150

2.1.12. Resultados obtenidos para F. mediterranea

Estadistico

Valor

Pr>F

Wilks' Lambda

0,69539866

<0,0001

Pillai's Trace

0,30460134

<0,0001

Hotelling-Lawley Trace

0,43802405

<0,0001

Roy's Greatest Root

Concentracion

Diferencia

entre medias

0,43802405

Limite inferior

de confianza

Limite superior

de confianza

<0,0001

Comparaciones

significativas

Escudo®

8,570

2,047

15,093

skoksk

Carbendazima

-2,775

-9,298

3,748

Flusilazol

7,880

1,357

14,403
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2.1.13. Resultados obtenidos para P.viticola

Valor Pr>F
0,29335544 3 <0,0001
0,70664456 3 <0,0001
Hotelling-Lawley Trace | 2,40883404 3 <0,0001

| Roy's Greatest Root 2,40883404 61,02 3 76 <0,0001 I

Comparaciones

Estadistico

Wilks' Lambda

Pillai's Trace

‘ Diferencia | Limite inferior | Limite superior
Concentracion o )
de confianza significativas
9,4699
9,4699

9,4699

de confianza
5,7401
5,7401
5,7401

entre medias
7,6050
7,6050
7,6050

Escudo® wEE

Carbendazima *kk

Flusilazol ke

2.1.14. Resultados obtenidos para E. lata

Pr>F
<0,0001
<0,0001
<0,0001
<0,0001

Valor
0,28962118
0,71037882
2,45278619
2,45278619

Estadistico

Wilks' Lambda

Pillai's Trace

Hotelling-Lawley Trace

Roy's Greatest Root

Concentracion

Diferencia

entre medias

Limite inferior

de confianza

Limite superior

de confianza

Comparaciones

significativas

Escudo®

12,020

9,153

14,887

kg

Carbendazima

11,290

8,423

14,157

skoksk

Flusilazol

12,020

9,153

14,887

kkok

2.2. Evaluacion del efecto fungicida en sarmiento

En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos en el andlisis estadistico
realizado mediante el test ¢ * (Chi-cuadrado). El valor critico de % * con 1 grado de
libertad y un nivel de confianza del 0,05, es de 3,841. Siempre que el valor experimental
de * sea mayor que el valor critico, rechazaremos la hipétesis nula (no asociacion entre

variables), asumiendo que existe un efecto dependiente del tratamiento.
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D. seriata 10/10 1/10 16,36 <0,0001 1/10 16,36  <0,0001  2/10 13,33  0,0003

B. dothidea 10/10 1/10 16,36 <0,0001 1/10 16,36  <0,0001  3/10 10,76  0,0010

Do. sarmentorum 0/10 0/10 0/10 0/10

Do. viticola 10/10 1/10 16,36 <0,0001  4/10 8,5 0,0034 7/10 3,52 0,0603

P. aleophilum 5/10 0/10 6,6 0,0098  0/10 6,6 0,0098 0/10 6,66 0,0098

S. hirsutum 8/10 0/10 13,33 0,0003  10/10 2,22 0,136 0/10 13,33 0,0003

E. lata 8/10 0/10 13,33 0,0003 0/10 13,33 0,0003 0/10 13,33  0,0003
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Conclusiones

1. Durante los ultimos afios se ha producido un aumento importante de la
incidencia de Yesca y Eutipiosis en las distintas denominaciones de origen de Castilla y

Ledn.

2. Entre las especies que se han aislado con mayor frecuencia destacan, en orden
decreciente P. aleophilum, P. chlamydospora, distintas especies de la familia
Botryosphaeriaceae (principalmente D. seriata, D. mutila, N. parvum y B. dothidea,),
Cylindrocarpon spp. (N. macrodidymum, C. liriodendri y C. olidum), F. mediterranea,

P. viticola, E. latay S. hirsutum.

3. Relacionando los datos obtenidos en campo con los hongos aislados de las
muestras recogidas en las distintas DD.OO de Castilla y Ledn, no es posible establecer

relaciones claras entre sintomatologia y hongos asociados.

4. Se ha evidenciado la necesidad de buscar nuevos cebadores especificos que
permitan detectar todos los aislados de E. lata, asi como las distintas especies del
género Cylindrocarpon sociadas a los decaimientos de la vid (N. macrodidymum, C.

liriodendri y C. olidum).

5. Segln nuestros datos, la presente memoria constituye el primer trabajo en el que
se ha aislado C. olidum en Espatia, a partir de cepas con sintomas de enfermedades de la

madera.

6. Se ha puesto a punto una PCR multiple que permite detectar en una Unica
reaccion P. chlamydospora y P. aleophilum, hongos asociados a la enfermedad de Petri

en planta joven.

7. Se ha disefiado un sistema de RTi-PCR que permite detectar P. chlamydospora a

partir de cantidades minimas de ADN, descritos hasta el momento.

8. Se ha demostrado que existe escasa variabilidad genética entre los aislados de P.
chlamydospora en base a patrones RAPD, region ITS, B-tubulina y factor de elongacion
la, siendo éste el primer trabajo en el que se ha estudiado la secuencia de este factor de

elongacion en aislados de P. chlamydospora.
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Conclusiones

9. Se ha puesto a punto un sistema de inoculacion de material vegetal in vitro que
permite el ensayo de la actividad de distintas materias activas como posibles fungicidas

frente a los hongos asociados a los decaimientos de la vid.

10. Se ha demostrado la eficacia del fungicida comercial Escudo® frente a todos los
hongos ensayados excepto frente a S. hirsutum, debiéndose su actividad fungicida
principalmente a la actividad de Carbendazima, compuesto que junto con Flusilazol,

constituye la mezcla comercial.
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