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CONSIDERACIONES
GENERALES



Consideraciones generales - 1. Introduccién

1. Introduccion

Las enfermedades fungicas de la madera de la vid (EMV) son uno de los retos mds importantes que
actualmente debe afrontar la viticultura en todo el mundo para su sostenibilidad. Estas enfermeda-
des causan dafios severos en el vifiedo todos los afios y su incidencia esta creciendo rapidamente en
todos los paises productores (De la Fuente et al., 2016).

Las EMV estdn causadas por varios hongos patégenos que viven y colonizan la madera de los 6r-
ganos perennes, causando necrosis y decoloracion de la madera, infecciones vasculares, y descom-
posicion esponjosa seca. Las vifias afectadas muestran, externamente, un decaimiento general y
progresivo (retraso de la brotacién, yemas muertas, decaimiento de la planta, parada del desarrollo,
clorosis, apoplejfa, etc.), generalmente asociado a unos sintomas foliares acordes a las diferentes en-
fermedades, que inicialmente pueden causar pérdida de productividad y eventualmente la muerte
de las plantas (Gramaje et al., 2018).

En Espafia se estima una media del 3% de plantas afectadas por EMV, aunque existen plantaciones
recién establecidas en las que su incidencia podria superar el 20%, generando pérdidas econdmicas
anuales muy elevadas (De la Fuente et al., 2016). Segun estimaciones recientes, el coste anual de
replantar el 1% de vid del cultivar Tempranillo en La Rioja debido alas EMV asciende a 7,16 millones
de euros anuales (Martinez-Diz et al., 2019). En Francia, se estima que aproximadamente un 12%
de los vifiedos son improductivos debido a las EMV, causando unas pérdidas anuales de 1 billén de
euros (Lorch, 2014).

Podemos agruparlas EMV en enfermedades que afectan alas plantas jévenes pocos afios después de
la plantacién (enfermedad de Petriy pie negro) y enfermedades de plantas adultas, que suelen apa-
recer mds tarde en el vifiedo ya establecido (yesca, eutipiosis y los decaimientos por Botryosphaeria
y Diaporthe) (Figura 1). Estas enfermedades causan pérdidas importantes de produccién y suponen

Vivero Vifiedo joven

Pie negro
Enfermedad de Petri

Decaimiento por

Botryosphaeria
Decaimiento por
Diaporthe
Yesca
Eutipiosis

Viiedo adulto

Figura 1. Enfermedades fungicas de la madera de la vid.
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elevados costes econdmicos adicionales, debido a la necesidad de replantacién de las plantas muy
afectadas o muertas (Armengol, 2017). El incremento global en incidencia de las EMV, junto con
la dificultad de desarrollar estrategias de manejo efectivo, han situado a las EMV como una de las
principales prioridades de investigacion para las industrias vitivinicola y de uva de mesa en todo
el mundo. Aunque la reduccién en la disponibilidad de materias quimicas efectivas para el control
de las EMV ha jugado un papel importante en el impacto que estas enfermedades han tenido en la
sanidad vegetal de las vifias, éste es también consecuencia de los cambios experimentados en la vi-
ticultura durante los pasados 30 afios. Entre otros se pueden sefialar: el incremento en la densidad
de plantas en los vifiedos; el aumento en el uso del doble corddn; la realizaciéon de podas mds cortas;
y la mecanizacién de practicas del vifiedo, en especial la poda, que han favorecido el incremento de
las infecciones causadas por hongos asociados a las EMV en vifias. Ademds, el aumento de los costes
de produccidn, en particular de la mano de obra, reduce la capacidad de los agricultores para incre-
mentar los insumos, como la proteccién de heridas de poda (Gramaje et al., 2018).
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2. Enfermedades y agentes implicados

A continuacidn, se describen estas enfermedades, destacando su sintomatologia caracteristicay sus
agentes causales:

Pie negro

Esta enfermedad afecta principalmente al material de plantacidn en viveros de vid y a plantas jéve-
nes. Durante la primavera, las plantas de vid afectadas por el pie negro presentan un retraso en su
desarrollo, con una vegetacion débil, hojas clordticas y achaparradas por la falta de agua y entrenu-
dos mds cortos (Agusti-Brisach y Armengol, 2013). En ocasiones, algunas yemas o la planta entera
no llegan ni a brotar. Estos sintomas de la parte aérea son consecuencia de los dafios sufridos en las
raices y cuello de la planta, que es dénde ocurre la infeccién. Asimismo, estos sintomas son muy ge-
nerales y pueden fécilmente confundirse con los producidos por la enfermedad de Petri (Figura 2a).

Lasraices delas plantas afectadas presentan lesiones oscuras, necrdticas y deprimidas, con la consiguiente
reduccion de la barbada. En ocasiones, para compensar esta pérdida de masa radicular, algunas plantas
desarrollan una nueva emisién de raices, normalmente por encima de la zona afectada, quedando m4s
cercana ala superficie del suelo. Enla madera del portainjerto se observan coloraciones oscuras y necrosis
que se inician desde su base y se extienden hacia arriba. En cortes transversales, estas lesiones necrd-
ticas pueden ir desde la corteza hasta la médula (Figura 2b y 2d). En ocasiones, los dafios del pie negro
se corresponden con una deformacién de la raiz causada en el momento de la plantacién (Figura 2c¢).

Estos sintomas pueden, finalmente, conducir a la muerte de la planta en la misma campafia o en las
campafias siguientes, ocurriendo mds rapidamente cuanto mds joven es la planta afectada (Grasso,
1984; Malutay Larignon, 1991; Rego et al., 2000; Halleen et al., 2004, 2006). Las coloraciones oscuras
y las necrosis, principalmente en la base del portainjerto, son las que han dado a la enfermedad el
nombre de pie negro (Maluta y Larignon, 1991).

Figura 2. (a). Plantas con menor crecimiento debido a la enfermedad de Petriy el pie negro. (b) y (d). Sintomas
internos de pie negro en la base del portainjerto. (c) Deformacién de la raiz causada en el momento de la plan-
tacion. (e-f) Enfermedad de Petri: necrosis de los haces xilematicos en la base del portainjerto. (g) Exudacion
gomosa de color negro asociada a la enfermedad de Petri.
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Varias especies de hongos pertenecientes a los géneros Campylocarpon, Cylindrocladiella, Dactylo-
nectria, Ilyonectria, Neonectria, Pleiocarpon 'y Thelonectria han sido asociadas a la enfermedad del pie
negro (Gramaje et al., 2018; Aigoun-Mouhous et al. 2019; Lawrence et al., 2019; Berlanas et al., 2020),
siendo Dactylonectria torresensis la especie mds frecuente aislada de vides con sintomas de la enfer-
medad en Espafia (Berlanas et al., 2017).

Enfermedad de Petri

La enfermedad de Petri también es frecuente en el material de propagacion en vivero y en plantas
jovenes, apareciendo sus sintomas pocos afios tras la plantacién (Gramaje y Armengol, 2011). Los
sintomas asociados con esta enfermedad incluyen retraso en el desarrollo y escasa vitalidad de las
plantas (Figura 2a), brotes con entrenudos cortos, hojas de menor tamafio y clordticasy, finalmente,
la muerte de las plantas. En estas plantas es habitual encontrar un sistema radical pobremente de-
sarrollado y, al cortar por la zona basal del portainjerto, se observa un oscurecimiento de los haces
xilemdticos, generalmente en forma de anillo (Figura 2e y 2f), que con el tiempo suele emitir una
exudacién gomosa de color negro (Figura 2g). Esta afeccién recibe el nombre de «Enfermedad de
Petri» en reconocimiento al investigador italiano Lionello Petri que ya describid esta necrosis xile-
maticas en plantas de vid en 1912.

Los agentes causales son Phaeomoniella chlamydospora, 29 especies pertenecientes al género Phaeoa-
cremonium, Pleurostoma richardsiae y seis especies del género Cadophora (Gramaje et al., 2018).

Decaimiento por Botyrosphaeria

Antiguamente denominada como «Brazo negro muerto», esta enfermedad puede afectar al material
de propagacidn en vivero, a plantas jévenes y también a vides adultas. Internamente, los sintomas
son similares a los causados por Eutypa lata y otros hongos pertenecientes a la familia Diatrypa-
ceae (que se abordardn mds adelante al comentar la eutipiosis), observdndose necrosis sectoriales
de la madera, de color marrén oscuro y consistencia dura (Figura 3b). Externamente, en los brazos
afectados las hojas se desecan completamente, se arrugan y caen, no quedando mds que algunas
en la parte terminal (Figura 3a). Muy avanzada la enfermedad, se pueden ver afectadas las inflores-
cencias e incluso el fruto puede desecarse por completo (Urbez-Torres et al., 2013). El decaimiento
por Botryosphaeria estd causado por 26 especies de la familia Botryosphaeriaceae, siendo las mds
frecuentes en Espafia Diplodia seriata y Neofusicoccum parvum.

Yesca

Esta enfermedad se desarrolla principalmente en plantas adultas. Externamente se puede presentar
bajo dos formas segin su evolucién: lenta y rapida o apopléjica. En la primera, las hojas muestran
coloraciones enlas zonas internerviales, que son amarillentas en los cultivares de uva blanca y rojizas
enlos de uva tinta, y que posteriormente evolucionan a necrosis (Figura 3c). La produccién se reduce
y los racimos pueden llegar a pasificarse prematuramente. Estos sintomas pueden manifestarse de
forma crénica en algunas plantas y de forma totalmente errdtica en otras, de manera que pueden
desarrollarse en un afio concreto, pero no el siguiente. En la forma apopléjica se produce la muerte
repentina de la planta, generalmente en los meses de verano y, a veces, sin que las plantas hayan
manifestado previamente ningun tipo de sintoma (Figura 3d). Las secciones transversales y longitu-
dinales de los troncos afectados muestran una diversidad de sintomas internos de la madera, como
estrias y punteaduras necroticas en el xilema, a veces rodeadas por una decoloracién de la madera
de color rosa a marrén (Figura 3e). En estados avanzados de la enfermedad, suele observarse una
podredumbre secay esponjosa de la madera en las zonas centrales del tronco y/o brazos (Figura 3f).
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Layesca estd causada por los hongos Basidiomicetos Fomitiporia mediterranea y, con menor frecuen-
cia, Stereum hirsutum. De los puntos y estrias necroticas se aislan mayoritariamente los hongos As-
comicetos P. chlamydospora y Phaeoacremonium spp. Actualmente, se considera que la enfermedad
de Petriy la yesca estan estrechamente relacionadas entre si, habiéndose postulado una secuencia
en el ataque de los hongos que las causan: P. chlamydospora y Phaeoacremonium spp. actuarian como
pioneros en la degradacion de la madera favoreciendo la colonizacidn posterior de ésta por los
hongos Basidiomicetos (Mugnai et al., 1999).

Figura 3. (a) Sintoma en vifiedo del decaimiento por Botyrosphaeria: desecacién de sarmientos y muerte
del brazo (foto: J.R. Urbez-Torres). (b) Necrosis sectoriales en la madera que toman color marrén oscuro y
consistencia dura asociadas a eutipiosis, decamiento por Botryosphaeria y Diaporthe. (c) Sintomas exter-
nos de yesca asociados a la forma lenta o crénica: coloraciones internerviales en hojas que toman progre-
sivamente una coloracién rojiza en las de uva tinta. (d) Sintomas externos de yesca asociados a la forma
rapida o apopléjica: muerte repentina de la planta; sintomas de yesca en madera de vid: punteaduras ne-
créticas en el xilema (e) y podredumbre esponjosa de color blanco-amarillento (f). (g-h) Sintomas externos
de eutipiosis: brotes débiles, con entrenudos cortos, hojas mas pequefas y algo deformadas, clordticas y
con necrosis, generalmente marginales. (i) Necrosis oscuras y grietas superficiales en la corteza asociadas
a excoriosis (foto: J.L. Ramos Sdez de Ojer).
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Eutipiosis

Esta enfermedad se desarrolla principalmente en plantas adultas. Los sintomas en los brotes, que se
manifiestan durante la primavera, corresponden a sarmientos débiles, con entrenudos cortos, hojas
pequefias, clordticas y con necrosis marginales, y racimos abortados (Figura 3gy 3h). Algunos de es-
tos sintomas externos se cree que estdn causados por diferentes compuestos téxicos producidos por
los hongos asociados a la enfermedad (Mahoney et al., 2005). En cortes transversales de los troncos
o brazos afectados aparecen unas necrosis sectoriales en forma de V, muy tipicas de la enfermedad,
que recorren el xilema desde la parte mds externa hasta la médula (Figura 3b) (Péros y Berger, 1994).
Esta enfermedad estd causada por la especie Eutypa lata, que ha sido sefialada como el inico agente
causal asociado a los sintomas foliares de eutipiosis (Trouillas y Gubler, 2010). Sin embargo, otras
muchas especies de la familia Diatrypaceae se han aislado también de plantas con sintomas internos
de la enfermedad (Luque et al., 2012; Trouillas et al., 2010).

Excoriosis / decaimiento por Diaporthe

La excoriosis puede afectar al material de propagacion en vivero, plantas jévenes y adultas, obser-
véandose sus sintomas en todos los érganos verdes de la vid. En hojas, los sintomas se manifiestan
por la presencia de manchas oscuras, localizadas preferentemente en el peciolo y nervios principa-
les. En brotes jovenes y sarmientos, se observan necrosis oscuras, ocasionando grietas superficiales
en la corteza y se localizan preferentemente en los tres o cuatro primeros entrenudos del sarmiento
(Figura 3i). En racimos, los sintomas se localizan en el pedinculo y en el raquis, y su manifestacién
es muy parecida a la descrita en las hojas. Varias especies del género Diaporthe han sido asociadas
a la enfermedad, siendo Diaporthe ampelina (= Phomopsis viticola) 1a especie mds virulenta. En EE.
UU,, esta enfermedad se conoce como «Phomopsis cane and leaf spot» (Heawitt and Pearson, 1988).

Investigaciones recientes llevadas a cabo en varias regiones vitivinicolas de EE. UU. indican que
Diaporthe spp. pueden estar asociadas también a necrosis sectoriales de la madera de color marrén
oscuro y consistencia dura similares a lo descrito anteriormente en el decaimiento por Botryosphae-
riay en la eutipiosis (Urbez-Torres et al., 2006; Baumgartner et al., 2013). Este hecho permitié la re-
evaluacién del papel de Diaporthe spp. como agentes causales de sintomas internos en la madera de
lavid, y a la introduccién de la enfermedad denominada decaimiento por Diaporthe («Phomopsis
dieback») (Urbez-Torres et al., 2013). Hasta la fecha, la observacién de estos sintomas internos de la
madera asociados a Diaporthe spp. en Espafia no ha sido frecuente.

Aunque cada una de estas seis enfermedades se ha descrito independientemente, la realidad es que
los sintomas que afectan a la madera de vid suelen desarrollarse superpuestos, de forma que se
encuentran en numerosas ocasiones necrosis sectoriales junto con punteaduras y/o podredumbres
esponjosas secas. En general, se puede afirmar que no hay una correspondencia univoca entre la
sintomatologia externa observada en la planta y los sintomas internos de la madera. La situacién
tampoco es tan simple en lo que se refiere a las patologias descritas: normalmente se asocia a cada
una de éstas el patdgeno que se aisla mas frecuentemente, pero esto no implica que sea el Unico
presente ni el principal agente causal. Por ello, el conjunto de afecciones debe ser considerado como
representativo de un complejo de enfermedades, algunas de las cuales pueden ser a su vez también
de etiologfa compleja.



Consideraciones generales - 3. Situaciéon en Espafia n

3. Situacion en Espana

Deigual forma que en el resto de los paises en los que se cultiva vid en el mundo, en Espafia también
se ha incrementado el impacto de las EMV en los ultimos afios. A pesar de que en nuestro pais toda-
via faltan importantes zonas viticolas por prospectar, los muestreos existentes confirman la presen-
cia de todas las EMV comentadas anteriormente. En la Tabla 1 se indican las especies de hongos de
la madera de la vid detectados hasta la fecha en Espafia.

Enfermedad

Agente causal

Cadophora luteo-olivacea

Referencia

Gramaje et al. 2011b

Cadophora viticola

Gramaje et al. 2011b

Fomitiporia mediterranea

Armengol et al. 2001

Phaeomoniella chlamydospora

Armengol et al. 2001

Phaeoacremonium cinereum

Gramaje et al. 2009b

Phaeoacremonium fraxinopennsylvanicum

Gramaje et al. 2007

Phaeoacremonium hispanicum

Gramaje et al. 2009b

Phaeoacremonium inflatipes

Gramaje et al. 2009a

Yesca/

Enfermedad Phaeoacremonium iranianum Gramaje et al. 2009a

de Petri
Phaeoacremonium krajdenii Gramaje et al. 2011a
Phaeoacremonium minimum Armengol et al. 2001
Phaeoacremonium parasiticum Aroca et al. 2006
Phaeoacremonium scolyti Gramaje et al. 2008
Phaeoacremonium sicilianum Gramaje et al. 2009a
Phaeoacremonium viticola Aroca et al. 2008a
Pleurostoma richardsiae Pintos et al. 2016
Stereum hirsutum Armengol et al. 2001
Anthostoma decipiens Luque et al. 2012
Crytovalsa ampelina Luque et al. 2006
Eutypa lata Martinez-Olarte et al. 1998
Eutypa leptoplaca Luque et al. 2009

Eutipiosis
Eutypella citricola Luque et al. 2012
Eutypella microtheca Luque et al. 2012
Eutypella vitis Luque et al. 2009
Fomitiporia punctata Armengol et al. 2001

Tabla 1. Especies de hongos de la madera de la vid detectados en Espafia.
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Enfermedad

Decaimiento
por Botryosphaeria

Agente causal

Botryosphaeria dothidea

Referencia

Armengol et al. 2001

Diplodia corticola

Pintos et al. 2011

Diplodia mutila

Martin y Cobos 2007

Diplodia seriata Armengol et al. 2001
Dothiorella iberica Martin y Cobos 2007
Dothiorella sarmentorum Martin y Cobos 2007

Lasidiplodia theobromae

Aroca et al. 2008b

Neofusicoccum australe

Aroca et al. 2010

Neofusicoccum luteum

Martos y Luque 2004

Neofusicoccum mediterraneum

Aroca et al. 2010

Neofusicoccum parvum

Martos y Luque 2004

Neofusicoccum vitifusiforme

Aroca et al. 2010

Spencermartinsia viticola

Luque et al. 2005

Diaporthe ambigua

Guarnaccia et al. 2018

Diaporthe ampelina

Martin y Cobos 2007

Diaporthe baccae

Guarnaccia et al. 2018

Diaporthe eres Guarnaccia et al. 2018
ijrC:gz;:t;e Diaporthe hispaniae Guarnaccia et al. 2018
Diaporthe hungariae Guarnaccia et al. 2018
Diaporthe novem Pintos et al. 2018
Diaporthe phaseolorum Pintos et al. 2018
Diaporthe rudis Guarnaccia et al. 2018
Campylocarpon fasciculare Alaniz et al. 2011
Cylindrocladiella parva Agusti-Brisach et al. 2012
Cylindrocladiella peruviana Agusti-Brisach et al. 2012
Pie negro Dactylonectria alcacerensis Agusti-Brisach et al. 2013a

Dactylonectria hordeicola

Pintos et al. 2018

Dactylonectria macrodidyma

Alaniz et al. 2007

Dactylonectria novozelandica

Agusti-Brisach et al. 2013a

Tabla 1 (continuacién). Especies de hongos de la madera de la vid detectados en Espafa.
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Dactylonectria pauciseptata

Consideraciones generales - 3. Situaciéon en Espafia

Referencia

de Francisco et al. 2009

Dactylonectria riojana

Berlanas et al., 2020

Dactylonectria torresensis

Agusti-Brisach et al. 2013a

Ilyonectria liriodendri

Alaniz et al. 2007

Ilyonectria pseudodestructans

Berlanas et al., 2020

Pie negro
Ilyonectria robusta

Martinez-Diz et al. 2018

Ilyonectria vivaria

Berlanas et al., 2020

Neonectria quercicola

Berlanas et al., 2020

Neonectria sp. 1.

Berlanas et al., 2020

Thelonectria olida

de Francisco et al. 2009

Tabla 1 (continuacion). Especies de hongos de la madera de la vid detectados en Espana.
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4. Biologia de los agentes causales y epidemiologia
de las enfermedades

Las esporas de los hongos asociados con la eutipiosis, los decaimientos por Botryosphaeria y Dia-
porthe, ylayesca, son dispersadas principalmente por el aire durante el periodo vegetativo de la vid.
Ademis, los hongos asociados al pie negro, enfermedad de Petri y yesca, y a los decaimientos por
Botryosphaeria y Diaporthe pueden dispersarse también a través del material de propagacién infec-
tado. Dependiendo de las especies fungicas, se producen estructuras especializadas de reproduccidn,
peritecios, basidiocarpos o picnidios incrustados en la corteza y/o en la superficie de madera muerta,
que descargan ascosporas, basiodiosporas o conidios (Eskalen y Gubler, 2001) (Figuras 4,5y 6). Las
esporas germinany el hongo penetraria pudiendo infectar asila planta a través de las heridas de poda.

Se ha descrito la dindmica temporal del indculo aéreo de algunos de los patégenos asociados a las
EMV (Eskalen and Gubler 2001; Quaglia et al. 2009; Urbez-Torres et al. 2010; Billones-Baaijens et
al.,2017). Sin embargo, para muchos de ellos no se dispone de suficiente informacién sobre el efecto
de las condiciones ambientales sobre la dindmica de dispersion del indculo. En general, se consi-
dera que las esporas comienzan a ser descargadas de los cuerpos fructiferos bajo condiciones am-
bientales favorables, principalmente asociadas con lluvias y/o humedad relativa elevada junto con
temperaturas por encima del punto de congelacidn, lo cual favorece su germinacién (van Niekerk
et al., 2010). Un estudio reciente realizado en la Comunidad Valenciana y La Rioja demuestra que
la dispersion estacional del indculo aéreo de P. chlamydospora depende del efecto combinado de la
temperatura y la lluvia (Gonzdlez-Dominguez et al., 2020).

Viveros Villanueva DECAIMIENTO pOR BOTRYOSPHAERIA o ‘_""'.'

Botryosphaeriaceae spp.

- - RESTOS DE PODA
BRAZO ' PULGAR SECO "k
v FORMACION DE CUERPOS

FRUCTIFEROS
Picnidics y Pseudotecios

MADERA INFECTADA

Chancro Necrosis sectorial /

MADERA
INFECTADA
MUERTA

GERMINACION
DE ESPORAS

DISPERSION DE
CONIDIOS | ASCOSPORAS
Lluvia, Viento, Artrépodos

INFECCION
A TRAVES DE HERIDAS
JR. Urbez-Torres (oo

n clantice da bavid Geamals De poda, por labores
5 Viveros Villanueva. de cultivo y naturales

Figura 4. Ciclo de la enfermedad decaimiento por Botryosphaeria.
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En cuanto a la dindmica espacial del inéculo, la dispersién de las esporas puede ocurrir mediante
salpicaduras de agua, artrépodos y, a mds larga distancia, mediante el viento (Mostert et al., 2006;
Moyo et al., 2014). El potencial de las tijeras de poda para diseminar los hongos de la madera se ha
demostrado en condiciones controladas en invernadero (Agusti-Brisach et al., 2015). Ademds, muchos
de estos hongos no son patégenos especificos de la vid, habiéndose descrito en otras especies de plan-
tas lefiosas que podrian ser una potencial fuente de indculo (Cloete et al., 2011; Gramaje et al., 2016).

Viveres Villanueva YESCA ENFERMEDAD DE PETRI o . H. ’

Phaeovrnoniella chiarmydospora | Phaeoacremonium spp. | Hongos basidiomicelos Vidy del Vino

MADERA
INFECTADA
MUERTA

1

FORMACION DE
CUBRPOS FRUCTIFEROS
Basidiocarpos, Peritecios y Picnidios

Dispersién slNTOMAS‘

RESTOS DE
MATERIAL VEGETAL
INFECTADO
Poda, raices v planta

palERcCiON "} | PODREDUMBRE
VASCULAR - J> BLANDA
OXILEMA) DE LA MADERA
SUELO INFECCION DE RAICES Y T
BASE DEL PORTAINJERTO INFECCION
Material de propagacién A TRAVES DE
y planta joven HERIDAS DE PODA DISPERSION DE

BASIDIOSPORAS | ASCOSPORAS
CONIDIOS

Lluvia, Viento, Artrépodos

GERMINACION
DE ESPORAS

Figura 5. Ciclo de las enfermedades yesca y enfermedad de Petri.

La dispersidn de esporas y, por tanto, el riesgo de infeccidn, puede variar durante el periodo ve-
getativo de la vid dependiendo del patdgeno y de las condiciones ambientales. Sin embargo, este
periodo normalmente coincide con los periodos de poda invernal. La susceptibilidad de las heridas
de poda a los hongos de la madera depende principalmente del mes en el que se realizar la poda, y
del tiempo transcurrido entre la poda y los posibles eventos de infeccién. Estudios realizados me-
diante inoculacién artificial de esporas de hongos de la madera indican que la susceptibilidad de las
heridas de poda es alta cuando las infecciones se producen en el momento de la poda y disminuyen
amedida que la herida envejece (Chapuis et al., 1998; Serra et al., 2008; Urbez-Torres y Gubler, 2011;
van Niekerk et al., 2011; Elena y Luque, 2016). Sin embargo, otros estudios concluyen que las heridas
de poda pueden permanecer susceptibles hasta 4 meses después de la poda (Eskalen ez al., 2007).

Los hongos asociados al pie negro son patdgenos residentes en el suelo cuyo ciclo vital en la vid
todavia es desconocido. Por analogia a lo que ocurre en otras plantas huésped, se supone que so-
breviven en el suelo, probablemente mediante estructuras especializadas denominadas clamidos-
poras (Halleen et al., 2006) y atacan a plantas debilitadas, penetrando por las raices y la base del
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portainjerto. Los hongos asociados a la enfermedad de Petri (P. chlamydospora y Phaeoacremonium
spp.) también se han detectado en suelo, colonizando las plantas generalmente a través de heridas
en la base del portainjerto. Ademds, diversos estudios han demostrado que los hongos asociados al
pie negro y la enfermedad de Petri, asi como las especies de la familia Botryosphaeriaceae, pueden
colonizar la planta de forma enddfita sin causar necrosis en el tejido vascular (Gonzélez y Tello, 2011;
Hofstetter et al., 2012; Berlanas et al., 2020). Diversas hipdtesis sugieren que estos hongos pueden

llegar a ser patégenos en vid bajo condiciones de estrés bidtico y/o abidtico (Ferreira et al., 1999).

Viveros Villanueva EUTIPIOSIS

Eutypa lata y otras Diatrypaceae spp.

BROTACIONES RAQUITICAS MADERA INFECTADA MUERTA
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Peritecios en estroma
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|
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[______infeccion | Dispersion | s tumeisd

DISPERSION DE ASCOSPORAS
Lluvia, Viento, Artrépodos

GERMINACION
DE ASCOSPORAS

INFECCION
A TRAVES DE
HERIDAS DE PODA

Figura 6. Ciclo de la enfermedad eutipiosis.
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5. Control

Ya se ha indicado que uno de los principales medios de dispersidn de la mayoria de los hongos cau-
santes de las EMV es a través del material de propagacién. No existen medidas de control curativas,
por lo que es de suma importancia la utilizacién de planta con la mayor calidad fitosanitaria posible.
De hecho, estudios realizados en Espafia han demostrado la infeccidén de plantas madre de vid con
diversos hongos de la madera y su presencia en distintas fases del proceso de produccién de planta
injertada en vivero (Aroca et al., 2010; Gramaje et al., 2011b; Agusti-Brisach et al., 2013b).

La prohibicidn, a principios de la ultima década, de productos quimicos como los bencimidazoles
carbendazima y benomilo, altamente eficaces para el control de las EMV en viveros (Gramaje et
al., 2009¢; Halleen and Fourie 2016), junto con las altas restricciones a las que se enfrentan actual-
mente los fungicidas quimicos en la mayoria de los paises del mundo, por sus efectos nocivos para
la salud humana y el medio ambiente, hacen muy complejo el manejo de estas enfermedades. Los
tratamientos de termoterapia con agua caliente (TAC) de hasta 53°C durante 30 minutos reducen
significativamente la presencia de los agentes patdgenos causantes de EMV sin que se vea afectada
la viabilidad de la planta (Gramaje et al., 2008, 2014), aunque su efectividad no es total (Eichmeier
et al., 2018). La TAC no estd implantada en la produccién de planta por los viveros para el control de
las EMV, pero si estd siendo utilizada para eliminar otros agentes fitopatégenos, como el fitoplas-
ma causante de la flavescencia dorada o la bacteria Allorhizobium vitis (Gramaje, 2016). Ademis, la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) recomienda el tratamiento por TAC de 50°C
durante 45 minutos para eliminar la bacteria Xylella fastidiosa, agente causal de la enfermedad de
Pierce, y sus subespecies, del material de propagacién en viveros de vid (EFSA PLH Panel, 2015).

En los ultimos afios se ha puesto de manifiesto el potencial de diferentes microorganismos, sobre
todo hongos del género Trichoderma, para combatir los patégenos de la madera en viveros de vid.
Cabe destacar la eficacia del producto Vintec® (Trichoderma atroviride SC1), comercializado por Bel-
chim Crop Protection, el cual es el unico producto registrado en Espafia para uso en vivero contra
hongos de la madera de la vid. En estudios recientes se ha demostrado que la aplicacién de Vintec®
en viveros y vifiedos jévenes reduce significativamente la incidencia de los hongos de la madera
(Pertot et al., 2016; Berbegal et al., 2020). La inoculacién de planta injerto en pre-plantacién con
actinobacterias (Streptomyces spp.) redujo significativamente la infeccién por hongos asociados a la
enfermedad de Petri y el pie negro en campos de vivero (Alvarez-Pérez et al., 2017).

Otro punto importante para el control de las EMV es el suelo de los campos de propagacion de los
viveros, en el que residen importantes fuentes de indculo de estas enfermedades. La rotacion de
cultivos, que de forma estandar se realiza en viveros consistente en la sustitucién del cultivo cada 2
a 4 afios por un cultivo de cobertura, no es efectiva frente a los hongos causantes de EMV (Berlanas
et al., 2017), por lo que se han planteado nuevas estrategias para su control. La biofumigacién con
mostaza blanca reduce el indculo de D. torresensis en suelo, asi como la incidencia y severidad de
Pie negro, por lo que se debe considerar como una herramienta mds para el manejo integrado de la
enfermedad (Berlanas et al., 2018).

Los plantones deben tener un grosor adecuado, con un callo bien cicatrizado en su base y en el cual
de distribuyan uniformemente las raices (Figura 7a). La plantacidn debe realizarse correctamente,
procurando que las raices queden hacia abajo, no dobladas hacia arriba (Figura 2c). La aparicién
de sintomas en el terreno definitivo se ha relacionado con el estrés a que se somete la planta para
su entrada en produccidn, por lo que con frecuencia se recomienda evitar el cultivo intensivo en los
primeros afios tras la plantacidn.
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En plantaciones adultas se suelen recomendar medidas de lucha de cardcter general, como retirar y
quemar los restos de poda (Elenay Luque, 2016) (Figura 7b), y proteger las heridas de poda con pro-
ductos autorizados. En este sentido, existen cuatro productos autorizados para proteger las heridas
de poda en el registro de productos fitosanitarios del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimenta-
cién (MAPA, 2020), tres basados en agentes de control bioldgico (ACB) y uno basado en materias
activas fungicidas: Esquive® (Trichoderma atroviride cepa 1-1237), Vintec® (T. atroviride cepa SC1),
Blindar® (T. asperellum cepa ICCO12 y T. gamsii cepa ICC0O80) y Tessior® (polimero liquido, pira-
clostrobin 0,5% y boscalida 1%). Aunque se han obtenido resultados prometedores con el uso de
ACB, éstos no han sido consistentes, observandose diferencias en la eficacia dependiendo, entre
otros factores, del ACB y su cepa especifica, el patédgeno objetivo, el método de aplicacidn, el tiempo
de exposicidn al ACB e incluso los cultivares de vid y portainjertos sujetos a estudio. Por otra parte, la
mayoria de los estudios realizados hasta el momento se han llevado a cabo en condiciones controla-
das, por lo que se hace necesaria la realizacién de mds ensayos en campo para conocer la efectividad
real de estos productos. En este sentido, algunos grupos de investigacién en Espafia estdn evaluan-
do la eficacia de varios productos para proteger las heridas de poda en vifiedo.

Respecto a la época de poda, investigaciones recientes llevadas a cabo en Catalufia (Luque et al.,
2014) y en La Rioja (Andrés-Sodupe, 2019) sugieren que la poda debe adelantarse lo antes posi-
ble en el tiempo ya que de esta forma se consigue minimizar el riesgo de infecciones naturales. Sin
embargo, la dindmica de dispersion del indculo aéreo de los patdgenos asociados a las EMV y, por
tanto, el riesgo de infeccién puede variar mucho entre afios y localizaciones en funcién de las varia-
bles ambientales. Recientemente se ha desarrollado un modelo epidemiolédgico capaz de predecir
la dispersidén de P. chlamydospora en funcién de las condiciones ambientales que, actualmente, se
encuentra en fase de validacién (Gonzdlez-Dominguez et al., 2020). Los modelos predictivos apli-
cados sobre los diferentes patdgenos asociados a las EMV resultardn muy utiles para identificar
los periodos de riesgo de infeccidén. Durante los periodos de riesgo se podria, por ejemplo, evitar la
poda o proporcionar una adecuada proteccion a las heridas. Estos modelos debidamente validados
podran incorporarse a los sistemas de apoyo a la toma de decisiones relacionadas con una gestidon
eficiente de las EMV (Rossi et al., 2010).

Otro aspecto importante relacionado con la poda es que nunca debe realizarse después de una llu-
via, medida de gran importancia cuando exista riesgo de infeccidn por E. lata y por hongos pertene-
cientes a la familia Botryosphaeriaceae. Cuando durante la poda se detecte algin tipo de necrosis o
podredumbre se debe ir cortando hasta encontrar tejido sano. En algunos casos, especialmente en
plantas afectadas por eutipiosis o decaimiento por Botyrosphaeria, se puede rejuvenecer una cepa a
partir de un brote basal (Figura 7c).

La sostenibilidad ambiental de la produccion viticola es una exigencia del consumidor y la legisla-
cidén cada vez restringe m4s el uso de fungicidas que se han utilizado tradicionalmente, lo que estd
aumentando el interés por el uso de variedades, clones y portainjertos mds resistentes a las enfer-
medades. La utilizacidn de cultivares y portainjertos resistentes es un elemento clave para la gestidon
integrada delas EMV, alas cuales son muy susceptibles los cultivares y portainjertos de mejor adap-
tacidén pedoclimadtica e interés comercial (gj. cultivar «Tempranillo» y portainjertos 110 Richter, 140
Ruggeri, 41 Berlandieri, 1103 Paulsen) (Alaniz et al., 2010; Gramaje et al., 2010; Aranda et al., 2019).
Los estudios realizados por Gramaje et al. (2010) mostraron que el portainjerto 161-49 Couderc era el
menos susceptible entre cinco portainjertos de vid previamente inoculados con patégenos causan-
tes de la enfermedad de Petri. Lamentablemente, este portainjerto ha sido recientemente retirado
del mercado en Francia debido a los problemas observados de produccidn de tilosas en el sistema
vascular, y otros sintomas como pérdida de vigor al cabo de 3-4 afios tras la plantacidn, variacidén
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en el didmetro del tronco y disfunciones en la anatomia del sistema vascular (Spilmont ez al., 2014).
Actualmente, existen investigaciones en curso financiadas con proyectos nacionales en las que se
pretende identificar material vegetal tolerante a las EMV mediante bioensayos con condiciones que
aseguran el desarrollo éptimo de la enfermedad. En concreto, se estd investigando en bancos de
germoplasma de variedades comerciales y minoritarias, clones de «Tempranillo», y portainjertos.

Figura 7. (a) Planta injerto con una distribucién regular de las raices (foto: R. Garcia). (b) La eliminacion de restos
de poda es clave para reducir el inéculo de hongos de la madera. (c) Rejuvenecimiento de una cepa afectada
por eutipiosis o decaimiento por Botryosphaeria a partir de un brote basal (derecha, indicado con una flecha.
Foto: M.R. Sosnowski).
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1. Castilla-La Mancha

IVICAM (Instituto de la Vid y el Vino de Castilla-La Mancha)
Juan Luis CHACON VOzZMEDIANO

1. Marco de Actuacién y Proyectos

Financiacién Regional:

e «Deteccidn, identificacién y tratamientos de los hongos responsables de las enfermedades de
la madera de vid». Financiado por el Instituto de la Vid y el Vino de Castilla-La Mancha. Junta
de Comunidades de Castilla-La Mancha. Duracién: 2007 a 2009.

Financiacién Nacional:

e Proyecto: Desarrollo de nuevas estrategias de manejo integrado de las enfermedades fungicas
de la madera de la vid (RTA2015-00015-C02-01), concedido por el Instituto Nacional de
Investigacién y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA).

Periodo de actuacién: 2007- 2019.

2. Participantes

Juan Luis Chacén Vozmediano, Pedro Miguel Izquierdo Cafias, Raquel Torres Chica, Mdnica Fer-
nandez Gonzdlez y Jesus Martinez Gascuefa.

3. Objetivos

Se pretende conocer los efectos que producen algunos fungicidas comerciales sobre el control de la
yesca, asi como la identificacion de genotipos que muestren capacidad de resistencia a los hongos
implicados en las enfermedades de madera de vid. Este objetivo general se puede desglosar en otros
mas especificos, que serian los siguientes:

e Comparar la eficacia de fungicidas alternativos al arsenito sédico, para el control de la enfer-
medad de la yesca.

e Conocer los efectos que causan estos fungicidas sobre la calidad de la produccidn.

e Evaluar la susceptibilidad de diferentes variedades de vid, incluidas en la coleccién de varie-
dades del Centro de Investigacién de la Vid y el Vino de Castilla-La Mancha (IVICAM), frente
a patdgenos implicados en las enfermedades fungicas de la madera de vid.

4. Ensayos Experimentales

ENSAYO 1: Fungicidas alternativos al arsenito sédico
Material y métodos

Caracteristicas del vifiedo

e Localizacién: Tomelloso (Ciudad Real).
e Variedad: Airén.

e Portainjerto: 110-R.
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Afio de plantacidn: 1987.

Pendiente: nula.

Sistema de conduccidn: vaso.

Marco de plantacién: 2,5 x 2,5 (1600 cepas/ha).
Duracién: 2007 — 2009.

Tratamientos experimentales

Tratamiento 1: Sulfato de hidroquinoleina (15 mL/L).
Tratamiento 2: Sulfato de hidroquinoleina (25 mL/L).
Tratamiento 3: Fungicida érgano-cuprico de amplio espectro.

Tratamiento 4: Testigo.

Figura 8. Cepa con sintomas de yesca.

ENSAYO 2: Susceptibilidad de cultivares de vid frente a Neofusicoccum parvum

Material y métodos

Caracteristicas del vifiedo

Localizacién: Parcelas IVICAM. Tomelloso (Ciudad Real).

Variedades: Macabeo, Moscatel Serrano, Albillo Real, Malvar, Blanca del Tollo, Airén, Azargdn,
Bobal, Monastrell, Moravia Dulce, Moribel, Garnacha Tinta y Moravia Agria.

Portainjerto: pie franco.

Afio de plantacién: 2017 y 2018.

Pendiente: nula.

Sistema de conduccidn: vaso.

Marco de plantacién: 2 x 0,5 (10.000 cepas/ha).
Duracién: 2017 —2019.

Tratamientos experimentales

Tratamiento 1: Inoculacidon con Neofusicoccum parvum.

Tratamiento 2: Testigo.
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5. Resultados

Ensayo 1: Efectividad de los fungicidas

El fungicida érgano-cuprico se mostré como el mds eficaz para el control de la yesca, aunque no
hubo apenas diferencias con respecto al resto de tratamientos.

Tratamiento

T1 24,32 22,67 23,29 28,89 24,79
T2 30,67 25,68 19,18 11,11 21,66
T3 23,88 20,75 25,35 11,62 20,40
T4 17,19 32,43 19,18 18,91 21,93
Media 24,02 25,38 21,75 17,63 22,19

Tabla 2. Porcentaje de cepas afectadas de yesca.

Ensayo 2: Efectos sobre la calidad de la produccién

En lo que respecta a pardmetros fisicos, en todos los tratamientos, el peso de las bayas procedentes
de cepas que mostraban sintomas de yesca fue significamente menor que en las asintomaticas. El
tamafio de la baya y el numero de semillas se vieron afectados por los fungicidas; en los tratamien-
tos donde se aplicaron estos productos, ambos pardmetros disminuyeron, independientemente de
que las plantas se mostraran sintomdticas o asintomaticas.

En cuanto a pardmetros quimicos, las uvas del tratamiento testigo tuvieron un grado Baume y un
pH mas elevado que las del resto de tratamientos. En las uvas procedentes de cepas que mostraron
sintomas de yesca, este ultimo pardmetro fue mayor que en las asintomdticas. Las uvas del trata-
miento 2 destacaron por sus elevados valores de dcido malico y acidez total, que son cualidades
deseables, particularmente en variedades blancas. También hubo diferencias significativas en el ni-
trégeno asimilable, siendo las uvas de las cepas asintomaticas las de mayor contenido. Respecto a
los compuestos fendlicos, los flavan-3-oles, tanto los procedentes de hollejos como de semillas, se
hallaron en mayor concentracidn en las uvas de las cepas sintomaticas. Idéntico comportamiento
tuvieron los polifenoles totales. Estos compuestos resultan determinantes para la estructura y ca-
racteristicas del vino.

Ensayo 3: Susceptibilidad frente a Neofusicoccum parvum

La susceptibilidad frente al patdgeno se evaludé mediante lalongitud delas lesiones en el tronco de
las estaquillas. En las estaquillas infectadas, el hongo causé necrosis de madera hacia arriba y ha-
cia abajo desde el punto de inoculacidn. Las longitudes medias de la extension de la decoloraciéon
vascular causada por N. parvum, en variedades blancas y tintas, ocho meses después de la inocu-
lacién y cultivadas en condiciones de campo se muestran en las Figuras 9 y 10, respectivamente.
En las variedades blancas, la longitud media de la lesién causada por el hongo varié desde 8,5
mm (Macabeo) hasta 33,5 mm (Azargén), mientras que en las variedades tintas este pardmetro
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varié desde 9,9 mm (Bobal) hasta 33,7 mm (Moravia Agria). Los resultados obtenidos sugieren
que las variedades podrian tener diferente nivel de susceptibilidad a la infecciédn producida por
N. parvum. Algunas de ellas como Macabeo y Moscatel Serrano, en blancas y Bobal y Monastrell,
en tintas, destacaron por su baja susceptibilidad a este hongo.

40
a
E 30 ab
5
B ab ab
L 20
3
o ab
2 b
g’ 10 b
_I
0
MAC MSE ARE MAL BBL AIR AZA
Variedades blancas

Figura 9. Longitud media de la decoloracién vascular. MAC: Macabeo; MSE: Moscatel Serrano; ARE: Albillo Real;
MAL: Malvar; BBL: Blanca del Tollo; AIR: Airén; AZA: Azargon.
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Figura 10. Longitud media de la decoloracién vascular. BOB: Bobal; MON: Monastrell; MDU: Moravia Dulce;
MOR: Moribel; GTI: Garnacha Tinta; MAG: Moravia Agria.
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Figura 11. Ensayo de susceptibilidad frente a Neofusicoccum parvum, en la parcela del Centro de Investiga-
cion de la Vid y el Vino de Castilla-La Mancha (IVICAM).
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ITAP (Instituto Técnico Agrondmico Provincial de Albacete, Diputacion Provincial)
RamoNa Maria MuNoz GOMEZ

1. Marco de Actuacién y Proyectos (l)

Financiacién Regional:

e Losestudios se plantean dentro de los objetivos y lineas de trabajo del Servicio de Diagndstico
y Asistencia Fitosanitaria (SEDAF) del Instituto Técnico Agrondmico Provincial de Albacete
(ITAP), de la Diputacién Provincial.

Financiacién Nacional:

e Proyecto: Desarrollo de nuevas estrategias de manejo integrado de las enfermedades fungicas
de la madera de la vid (RTA2015-00015-C02-01), concedido por el Instituto Nacional de In-
vestigaciéon y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA).

Periodo de actuacién: 2003 —2020.

2. Participantes

A. Campos, P. Castillo, M.L. Lerma M.L., F. Mafias, R.M. Muiioz, V. Tolosa.

3. Objetivos

e Estudio de hongos detectados en el Servicio de Diagndstico y Asistencia Fitosanitaria (SE-
DAF) del ITAP. Este servicio estd a disposicidn del sector agrario desde 1999, habiéndose reci-
bido mds de 1300 muestras donde se ha llevado a cabo diagndstico de hongos de madera en
el cultivo de la vid.

e Seguimiento plurianual de sintomas asociados a enfermedades de madera de la vid.

4. Ensayos Experimentales

ENSAYO 1: Estudio de la presencia de hongos patégenos de la madera de la vid y de raices
en plantaciones jovenes con decaimiento de Castilla La Mancha desde el ano 2009 al 2016

Material y métodos

e Total de muestras analizadas: 250.

Desde el afio 2009, ademds del diagndstico de hongos de madera, se lleva a cabo diagndstico de
hongos en raices.

Los resultados de la identificacién morfoldgica fueron confirmados por técnicas moleculares. Asi-
mismo, estas técnicas se utilizaron para identificar aislados del pie negro (géneros Dactylonectria
e llyonectria), as{ como de la familia Botryosphaeriaceae que no habian mostrado esporulacién.
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ENSAYO 2: Estudio de sintomas en una parcela de la Denominacion de Origen Manchuela
desde el ano 2003 al afo 2018.

Material y métodos

Caracteristicas del vifiedo:

Variedad: principalmente Bobal, aunque dos lineas son de la variedad Monastrell (6,67%).
Afio de plantacion: 1986.

Localizacién: Casas Ibéfiez (Albacete).

Marco de plantacion: 2,7 x 2,7 m.

Forma de conduccidn: en vaso hasta 2009, a partir de entonces en espaldera de cordén doble
Royat.

Numero de plantas seguidas: 960 plantas.

Seguimiento:

Anual, en la época de mdxima expresién de sintomas (agosto).

ENSAYO 3: Estudio de sintomas en la coleccion de variedades del ITAP.

Material y métodos

Caracteristicas del vifiedo:

Variedades: tres blancas (Airén, Chardonnay y Macabeo) y siete tintas (Cabernet sauvignon,
Garnacha tintorera, Mazuelo, Merlot, Monastrell, Syrah y Tempranillo).

Patron: 110R.

Afio de plantacién: 1999.

Localizacion: Finca Experimental Las Tiesas, Albacete.
Marco de plantacion: 3 x 1,5 m.

Forma de conduccidn: espaldera de cordén doble Royat.

Numero de plantas seguidas: 675 plantas (de cada variedad, entre 47 y 94 plantas (dos o tres
lineas)).

Seguimiento:

2016: cada dos semanas, 3/06 - 20/09 (8 valoraciones).
2017: mensual, 26/05 - 28/09 (5 valoraciones).

2018: mensual, 23/05 - 13/09 (4 valoraciones).

2019: mensual, 22/05 - 5/09 (4 valoraciones).
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5. Resultados

Ensayo 1: Estudio de la presencia de hongos patdgenos de la madera de la vid y de raices en planta-
ciones jévenes con decaimiento de Castilla La Mancha desde el afio 2009 al 2016

A partir del afio 2009, cuando se incluy? el diagndstico de hongos a partir de raices, el numero de
muestras donde se ha detectado algun hongo patdgeno se ha incrementado considerablemente; asi-
mismo, los hongos asociados al pie negro (formas asexuales del tipo «Cylindrocarpon») han sido los
mas frecuentemente detectados, presentes en el 86,8% de las muestras. Phaeomoniella chlamydos-
pora, Phaeoacremonium minimum y Phaeoacremonium iranianum, hongos asociados con la enfer-
medad de Petri, fueron aislados en el 39,6% de los vifiedos. Asimismo, se detectaron cinco especies
de la familia Botryosphaeriaceae, detectadas en el 28,4% de las muestras, siendo Diplodia seriata la
especie mds frecuentemente detectada (21.2%). Hongos asociados al pie negro, enfermedad de Petri
y decaimiento por Botryosphaeriaceae fueron aislados simultdneamente en algunas muestras. En
la Tabla n° 1 se presenta, para cada hongo patdgeno detectado, el numero de aislados y la tasa de
aislamiento en funcién de la zona de deteccidn.

Vinifera Nudo Parte alta |Parte media| Parte baja Raices Total
(n=695) injert portainjerto | portainjerto | portainjerto| (n=2225) (n=7460)
(n=1095) (n=1090) (n=1155) (n=1200)

Botryosphaeria
. 0,0 3 0,3 0 0,0 1 0,1 (0] 0,0 0 0,0 4 0,1
dothidea
Formas asexuales 00 6 05 15 4 32 28 189 158 954 429 1196 16,0
«Cylindrocarpon»
Diplodia seriata 11 16 50 46 25 23 16 14 4 03 2 01 108 14
Fomitivori
omitiporia 0 00 O 00 O 00 4 03 0 00 O 00 4 0,1
mediterranea
Lasiodiplodia
0,0 3 0,3 1 0,1 1 0,1 0 0,0 1 0,0 6 0,1
theomobrae
N .
eofusicoccum 00 3 03 3 03 1 o1 1 01 o0 00 8 0,1
luteum
Neofusicoccum 00 5 05 0 00 3 03 0 00 0 00 8 0,1
parvum
Phaeoacremonium
. . 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,1 5 0,2 6 0,1
iranianum
Phaeoacremonium
o 1 1,6 16 1,5 26 24 14 12 37 3,1 4 02 108 14
minimum
Phaeomoniella
35 50 18 1,6 18 1,7 26 23 38 32 5 02 140 19
chlamydospora
Total 57 8,2 104 9,50 88 8,07 98 8,48 270 22,50 971 4364 1588 21,29

Tabla 3. NUmero de aislados y tasa de aislamiento de los hongos patdégenos de la madera detectados en
funcién de la zona de aislamiento. (' NUmero de aislados, ? Tasa de aislamiento).
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La identificacién molecular de 32 aislados de formas asexuales del tipo «Cylindrocarpon» permitié
determinar su especie, siendo Dactylonectria torresensis la especie mds frecuente (40,6%), seguido
de Ilyonectria liriodendri con el 28,1% de los aislados. Dactylonectria novozelandica, D. alcacerensis
y D. macrodidyma presentaron una frecuencia de 15,6, 9,4 y 6,3%, respectivamente.

Ensayo 2: Estudio de sintomas en una parcela de la Denominacidén de Origen Manchuela desde
el aflo 2003 al 2018

Los sintomas observados han sido apoplejia, decoloraciones internerviales en hojas (tipicos de la
enfermedad denominada «yesca») y brazos secos (Figura 12).

En el estudio efectuado durante los afios de la plantacién en vaso, 2003 a 2009, se observé una rela-
cidén entre los sintomas brazos secos y foliares: un 34% de plantas que presentaron sintomas de yesca
mostraron posteriormente brazos secos, y un 43% de estas no mostraron sintomas foliares después.

Figura 12. Sintomas observados en la parcela D.O. Manchuela.

La mortalidad anual varié entre 0 (2004) y 0,73 (2010) y la mortalidad acumulada en 2018 alcanzé
5,13%. La variedad Monastrell, aunque menos presente en la parcela, mostrd una tasa de mortalidad
acumulada en 2018 de aproximadamente el doble que la variedad Bobal (Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje anual acumulado de plantas muertas en el periodo 2003 a 2018.

La variedad Bobal incrementd sensiblemente el numero de plantas muertas en 2010, tras la trasfor-
macién en espaldera que tuvo lugar a finales de 2009- principios de 2010 (Figura 14).
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Figura 14. Porcentaje anual de plantas muertas de la variedad Bobal en el periodo 2003 a 2018.

Ensayo 3: Estudio de sintomas en la coleccién de variedades del ITAP

Los sintomas observados han sido muy variados: plantas muertas, que apenas han movido, que
presentan un brazo o parte del brazo seco, mds amarillas durante varios afios (no en rodales), mds
pequefias durante varios afios, con vinifera muerta y con brotacién del portainjerto americano, con
sintomas de yesca, secdndose (sin sintomas de yesca) y con apoplejia (Figura 15).

En la Figura 16 se presenta el porcentaje de plantas de cada variedad que no han mostrado sintomas,
que han muerto (tanto vinifera como americana, como sélo vinifera), y que han mostrado algin
sintoma en alguno de los seguimientos efectuados.
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Figura 15. Sintomas observados en la coleccion de variedades del ITAP.
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Figura 16. Porcentaje de plantas de cada variedad gque no han mostrado sintomas, que han mostrado algun
sintoma, que presentan tanto vinifera como americana muertas o que presentan sélo vinifera muerta pero
americana no, en los seguimientos de 2016 a 2019.
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6. Publicaciones mas destacadas

MuRoz R.M., Campos A., Lerva M.L., CastiLLo P., MongeaL J.A., GramaJe D. (2019): Economic impact of
grapevine trunk diseases in a mature vineyard of the Protected Designation of Origin «Manchue-
lax», Spain. Phytopathologia Mediterranea, 58, 434.

MuRoz R.M., Lrma M.L., Castirro P. (2012): Monitoring symptoms of fungal trunk diseases in a vine-
yard of Manchuela Denomination of Origin (Spain): a six year study. Phytopathologia Medite-
rranea, 51, 435.

Torosa V.M., Lerma M.L., CastiLro P., SaLinas M.R., ARMENGOL ., MuRoz R.M. (2019): Characterization of
the Fungi Involved with Grapevine Trunk Diseases in Castilla La Mancha Region, Spain. Journal
of Agricultural Science and Technology A 9,9 (6):, 329-337.

7. Marco de Actuacién y Proyectos (Il)

Financiacién Nacional:

e «Intervencion ecoldgica para mejorar el estado sanitario de las vifias y su efecto en la calidad de
las uvasy sus vinos» (INNTER ECOSANVID 2015) (FEDER CDTI, EXP-00082208/ITC-20151026)

Periodo de actuacién: 2015 — 2018.

8. Participantes

G.L. Alonso', A. Campayo?, P. Castillo’, M. Garcia-Martinez', M.L. Lerma’, R.M. Mufioz’, M.R. Salinas/,
J.F. Sdnchez-Martinez', K. Serrano de la Hoz? V. Tolosa’®, empresas D COOP, Finca Antigua, Nutricon-
trol y VIALCON.

'Dpto. Ciencia y Tecnologia Agroforestal y Genética. E.T.S.I.A.M. de Albacete, UCLM.

?BetterRID (Better Research, Innovation and Development, S.L.), spin-off, UCLM
*Servicio de Diagndstico y Asistencia Fitosanitaria (SEDAF). Instituto Técnico Agronémico Provincial de Albacete (ITAP).

9. Objetivos

Impulsar una nueva estrategia ecoldgica que mejore el estado sanitario de las vifias, basada en la
construccion de diferentes prototipos de aplicacidén de una novedosa materia activa evaluando su
repercusion en la calidad de la uva y de sus vinos.

Mediante esta actuacion se pretende mejorar el estado sanitario general de las plantas, haciendo
especial énfasis en la problemdtica que sufren los vifiedos de la region de Castilla-La Mancha como
consecuencia de las enfermedades de la madera, que produce anualmente elevadas pérdidas pro-
ductivas en el sector.

Para lograr este objetivo comun, las empresas participantes, a través del Consorcio INNTER ECO-
SANVID 2015, apuestan por la investigacidn y la innovacién en viticultura, paralo cual se ha llevado
a cabo una novedosa estrategia de aplicacién en campo, incidiendo sobre todas las partes de las
plantas: de forma aérea, tanto a nivel foliar como sobre la madera; a través del riego, actuando sobre
la zona radicular y del suelo, y mediante la inyeccidn directa en la planta, sistema totalmente inno-
vador en este tipo de cultivo.

Junto ala mencionada estrategia de aplicacidn, se ha estudiado el efecto de los tratamientos mediante
una disolucién de agua ozonizada, biocida de amplio espectro, que previsiblemente permitird mejorar
sustancialmente la sanidad general de las plantas, y particularmente las enfermedades fungicas.
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Objetivos Especificos

Disefiar, desarrollar y fabricar un prototipo de tratamiento aéreo.
Disefiar, desarrollar y fabricar un prototipo de tratamiento a través del sistema de riego.
Disefiar, desarrollar y fabricar un prototipo de aplicacién mediante endoterapia.

Disefiar un prototipo combinado que pudiese integrar algunas o todas las intervenciones
anteriores.

Evaluar el estado sanitario de plantas con distintos niveles de infestacién (inicial, medio y
avanzado) antes y después de ser tratadas empleando los tres sistemas de aplicacidn, utiliza-
dos de forma individual y/o combinada.

Evaluar el efecto acumulativo de intervenciones llevadas a cabo en la misma parcela durante
distintas campaiias.

Evaluar la eficacia de los tratamientos aéreos ensayando con distintas concentraciones, en
diferentes momentos fenoldgicos y con mayor numero de aplicaciones durante un afio.

Determinar la aptitud enoldgica de las uvas procedentes de plantas sanas sobres las que se
han realizado los tratamientos, tanto individuales como combinados.

Determinar la calidad de los vinos elaborados con uvas procedentes de plantas sanas sobres
las que se han realizado los distintos tratamientos y estudiar la influencia durante la fermen-
tacidn alcohdlica y malolactica.

10. Ensayos Experimentales

ENSAYO 1: Estudio de la intervencion aérea sobre el estado sanitario de las plantasy la calidad
de las uvas y sus vinos

Material y métodos

Parcelas:

Alhambra (Ciudad Real): variedad Tempranillo.
Campo de Criptana (Ciudad Real): variedad Airén.
Castillejo de Iniesta (Cuenca): variedad Bobal.

Los Hinojosos (Cuenca): variedad Cabernet Sauvignon.

Los Hinojosos (Cuenca): variedad Macabeo.

Tratamientos:

En cada parcela, tres tratamientos con el prototipo aéreo, entre agosto de 2015 y junio de 2016.

ENSAYO 2: Estudio de la intervencion mediante riego y una intervencion combinada riego
+ aérea sobre el estado sanitario de las plantas y la calidad de las uvas y sus vinos.

Material y métodos

Parcelas

Alhambra (Ciudad Real): variedad Tempranillo

Casas de Haro (Cuenca): variedad Bobal
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e Los Hinojosos (Cuenca): variedad Cabernet Sauvignon
e Los Hinojosos (Cuenca): variedad Macabeo
o Puebla de Almoradiel (Ciudad Real): variedad Airén
Tratamientos:
e Tres aplicaciones aéreas (antes de floracién en 2016 y, posteriormente, antes de la vendimia y

después delapoda),y tres riegos (desde julio a septiembre de 2016). En una parcela de secano,
cuatro tratamientos aéreos (desde antes de floracién en 2016 hasta después de la poda).

ENSAYO 3: Estudio de la intervencién por endoterapia sobre el estado sanitario de las plantas
y la calidad de las uvas y sus vinos.

Material y métodos
Parcelas:

e Alcdzar de San Juan (Ciudad Real): variedad Airén.

e Alameda de Cervera (Ciudad Real): variedad Tempranillo.

e Casas de Haro (Cuenca): variedad Bobal.

e Los Hinojosos (Cuenca): variedad Cabernet Sauvignon.

e Los Hinojosos (Cuenca): variedad Macabeo.
Tratamientos:

e En cada parcela, cuatro o cinco tratamientos con el prototipo de endoterapia, entre mayo
y agosto de 2017.

ENSAYO 4: Estudio de una intervencion combinada con endoterapia (aérea, mediante riego
0 ambas) sobre el estado sanitario de las plantas y la calidad de las uvas y sus vinos.

Material y métodos
Parcelas:

e Alcdzar de San Juan (Ciudad Real): variedad Airén

e Alameda de Cervera (Ciudad Real): variedad Tempranillo
e Casas de Haro (Cuenca): variedad Bobal

e Los Hinojosos (Cuenca): variedad Cabernet Sauvignon

e Los Hinojosos (Cuenca): variedad Macabeo

Tratamientos:

e En cuatro parcelas, cinco o seis tratamientos de riego + endoterapia o tratamiento aéreo
+ endoterapia, entre junio y agosto de 2017. En una parcela, once tratamientos aéreos +
endoterapia desde mayo hasta agosto de 2017.
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11. Resultados mas relevantes

El andlisis del conjunto de todos los datos recopilados en las distintas valoraciones visuales muestra
que hay diferencias significativas entre plantas tratadas y plantas control (0=0,1) (Tabla 4). Se ha
detectado un 5% mads de plantas que mejoran cuando han sido tratadas en relacidn con el control.
Las plantas tratadas respecto a las no tratadas mejoran un 4 % de media. En la Figura 17 se presen-
tan los valores medios de variacién de sintomas (diferencia entre la valoracién después y antes del
tratamiento) para las plantas con sintomas iniciales, medios y avanzados de yesca; los valores nega-
tivos indican mejoria; un valor mds negativo indica una mayor mejoria.

Suma de cuadrados gl Media cuadratica
Entre grupos 0,317 1 0,317 3,276 0,071
Dentro de grupos 82,265 849 0,097
Total 82,583 850

Tabla 4. Andlisis de varianza de la variable variacién de sintomas (diferencia entre la valoraciéon después y an-
tes del tratamiento) en relacién al tratamiento de ozono.

A nivel de parcela se han obtenido resultados significativos estadisticamente (0 =0,05) en dos par-
celas: una de la variedad Tempranillo tratada con tratamiento aéreo y de riego y otra de la variedad
Airén tratada con endoterapia y riego. En las Figuras 18 y 19 se presentan los valores medios de la
variacion de sintomas para las plantas tratadas y control con sintomas iniciales, medios y avanza-
dos de yesca.
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Figura 17. Valores medios de la variacién de sintomas (diferencia entre la valoracién después y antes del tra-
tamiento) para las plantas tratadas con ozono y control con sintomas iniciales, medios y avanzados de yesca.
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Figura 18. Valores medios de la variacién de sintomas (diferencia entre la valoracién después y antes del trata-
miento) para las plantas tratadas y control con sintomas iniciales, medios y avanzados de yesca en la parcela
de la variedad Tempranillo, tratada con tratamiento aéreo y de riego de ozono.
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Figura 19. Valores medios de la variacion de sintomas (diferencia entre la valoracién despuésy antes del trata-

miento) para las plantas tratadas y control con sintomas iniciales, medios y avanzados de yesca en la parcela
de la variedad Airén, tratada con endoterapia y con riego de ozono.
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En el resto de parcelas no se han detectado diferencias significativas (0 =0,05). Sin embargo, se apre-
cia un menor avance en la expresion de sintomas en plantas tratadas en relacién con plantas control.

Durante las evaluaciones visuales realizadas en las parcelas del proyecto se ha constatado la gran
variacién de expresién de sintomas que se produce de forma natural de un afio a otro.

En los aislamientos fungicos realizados, tanto de plantas con sintomas y sin sintomas, tratadas y no
tratadas, se han detectado hongos patdgenos asociados a enfermedades de madera. En este sentido
las especies del género «Cylindrocarpon» han sido las que se han detectado con mayor frecuencia y
en un mayor numero de muestras. Tras estas especies la siguiente en abundancia es Phaeomoniella
chlamydospora, hongo primario de la enfermedad delayesca. También se han detectado otros hongos
asociados a yesca (especies del género Phaeoacremonium, principalmente la especie Pm. minimum) y
de la familia Botryosphaeriaceae.

El andlisis de las poblaciones de especies patdgenas, en plantas tratadas y control, muestra que en
ambos grupos los patdgenos se encuentran en proporciones similares. Por ello, en principio no se
aprecia un efecto de los tratamientos sobre estas especies (Figura 20).

De forma general, se ha observado que no existe una correlacion entre los sintomas externos y los
internos. Se han encontrado plantas sin sintomas externos con importantes dafios internos.

[ | Cylindrocarpon B Ph. chlamydospora B Pm. aleophilum
B Fomitiporia mediterranea Botryosphaeriaceae B seimatosporium vitis
Truncatella angustata Phaeoacremonium sp. Rhizoctonia sp.
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Figura 20. Hongos detectados en los cuatro estudios efectuados (Al: tratamiento aéreo; A2: tratamiento me-
diante riego y combinado de riego mas aéreo; A3: tratamiento por endoterapia; A4: tratamiento combinado
de endoterapia con aéreo, riego 0 ambos) de plantas tratadas (A) y control (B).
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Figura 20 (continuacién). Hongos detectados en los cuatro estudios efectuados (Al: tratamiento aéreo; A2:
tratamiento mediante riegoy combinado de riego mas aéreo; A3: tratamiento por endoterapia; A4: tratamien-
to combinado de endoterapia con aéreo, riego o ambos) de plantas tratadas (A) y control (B).

A lo largo de las tres anualidades en las que se ha ejecutado el proyecto INNTER-ECOSANVID 2015,
también se ha evaluado la influencia de los tratamientos llevados a cabo sobre la calidad de las uvas y
de sus vinos. Se analizaron los pardmetros enoldgicos cldsicos, asi como la composicién fendlica y aro-
matica, de uvas procedentes de cepas tratadas y se compararon con los resultados obtenidos de plan-
tas testigo (sin tratar). Posteriormente, se elaboraron los respectivos vinos, se realizé un exhaustivo
control durante la fermentacién (alcohdlicay, en el caso de los tintos, maloléctica) y se realizaron los
andlisis correspondientes. De forma general, se observé que los tratamientos no afectaron al desarrollo
de la fermentacion, pero influyeron en el contenido fendlico y aromdtico de las uvas y vinos de forma
diferente, segun el afio de la cosecha, la estrategia de aplicacidn llevada a cabo y la variedad de uva.

12. Publicaciones mas destacadas

Campayo A., SERraNO DE La Hoz K., GArRciA-MARTINEZ M.M., SANCHEZ-MARTINEZ ].F., SaLinas ML.R., ALonso G.L.
(2019): Spraying ozonated water on Bobal grapevines: Effect on grape quality. Food Research Inter-
national 125 (May):, 108540. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2019.108540.

SerrANO DE LA Hoz K., CampaYo A.; Garcia-MARTINEZ M.M., ToLosA V., SANCHEZ- MARTINEZ |.F., MuRNoz R., ALoNso
G.L., Sainas ML.R. (2018): Effect on grape and wine quality of the ozonated water used in vineyards
to control wood diseases. International Congress on Grapevine and Wine Sciences, Logrofio.

Torosa V., GARCiA- MARTINEZ M. M., SANCHEZ-MARTINEZ ].F., CampaYO A., SERRANO DE LA Hoz K., ALoNso G.L., SaLINAs
M.R., Muroz R. (2018): Influence of the ozonated water used in vineyards to control grapevine trunk
diseases and effect on the grape and wine quality. 41° Congreso Mundial de la vifia y el vino, Uruguay.

ToLosa V.M., LErma M.L., CastiLLo P., Sarinas M.R., ARMENGOL J., MuRoz R.M. (2019): Characterization of
the Fungi Involved with Grapevine Trunk Diseases in Castilla La Mancha Region, Spain. Journal
of Agricultural Science and Technology A 9, 9 (6):, 329-337.


https://doi.org/10.1016/j.foodres.2019.108540
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2. Castillay Ledn

ITACyL (Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn)
ENRIQUE Barajas Tora v Jose AnTonio Rusio Cano

1. Marco de Actuacién y Proyectos

Financiacién Regional:

e Programa de monitorizacién y vigilancia coordinado desde el Observatorio de plagas y en-
fermedades agricolas de Castilla y Leén (ITACYL), dentro del marco establecido por el Plan
Director de Lucha contra Plagas Agricolas en Castilla y Leén (ACUERDO 53/2009, de 14 de
mayo, de la Junta de Castilla y Le6n).

Financiacién Nacional:

e Proyecto: Desarrollo de nuevas estrategias de manejo integrado de las enfermedades fungicas
de la madera de la vid (RTA2015-00015-C02-01), concedido por el Instituto Nacional de In-
vestigacién y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA).

Periodo de actuacién: 2014 —2020.

2. Participantes

Enrique Barajas, José Antonio Rubio, Constantino Caminero, David Ruano.

3. Objetivos

e Desarrollo de métodos de evaluacién rdpidos y fiables para identificar fuentes de resistencia a
hongos de madera de la vid entre una coleccién de variedades autdctonas.

e Evaluacion de la sensibilidad varietal en plantaciones ya establecidas mediante infeccién natural.

e Conocer laincidenciareal de las enfermedades de madera y su evolucion en el vifiedo de Cas-
tillay Ledn.

e Determinar el riesgo y los posibles niveles de alerta y priorizacién de esfuerzos generales o
zonales.

4. Ensayos Experimentales

ENSAYO 1: Estudio de resistencia de 15 variedades autéctonas de Castillay Ledn a la inocula-
cion de Phaeomoniella chlamydospora en condiciones controladas.

Material y métodos

Caracteristicas del vifiedo:

e Variedades: Tintas (Brufial, Cenicienta, Estaladifia, Juan Garcia, Menc{a, Merenzao, Prieto
Picudo, Prieto Picudo Oval, Rufete). Blancas (Albillo Mayor, Dofia Blanca, Moscatel de Grano
Menudo, Puesta en Cruz, Verdejo, Verdejo Serrano).

e Duracién: 2016 —2017.
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Tratamientos experimentales:

Inoculacién de Phaeomoniella chlamydospora (BV-130) en sarmientos de 4 yemas enraizados
y brotados en el afio. Se inocularon 12 sarmientos por variedad estudiada y afio.

PDA como tratamiento control en sarmientos de 4 yemas enraizados y brotados en el afio.
Se inocularon 12 sarmientos por variedad estudiada y afio.

Condiciones experimentales:

Mantenimiento de mayo a enero en invernadero a 25 °C de temperatura y humedad relativa
del 40%, en macetas de poliuretano de 2 litros de capacidad con turba esterilizada.

Se aplicaron dos riegos por semana con el objetivo de evitar estrés hidrico en las plantas
durante todo el ciclo.

Figura 21. Proceso de inoculacién.

Medidas realizadas:

En enero se midid la longitud de la decoloracién vascular o lesidon producida hacia arriba y
hacia abajo del punto de inoculacién mediante el software Image]. Posteriormente, se selec-
cionaron tres plantas inoculadas de cada variedad y cortando pequefios trozos (0,5 a1 cm) de
tejido necrdtico del borde de cada lesidn, se colocaron en agar con extracto de malta con 0,5
g/L de sulfato de estreptomicina, para recuperar los hongos inoculados y completar los pos-
tulados de Koch. En 2017, el aislamiento fingico también se realizé a intervalos de 1 cm por
encima del punto de inoculacién. Las tasas de recuperacién se calcularon como el porcentaje
de plantas de las que se recuperd un patégeno del numero total de plantas inoculadas.

ENSAYO 2: Estudio de la incidencia de las enfermedades de madera de la vid en Castillay Ledn.

Material y métodos

Periodo: agosto y septiembre de 2014 y 2015.
Vifiedos inspeccionados: 728 en 2014, 566 en 2015.

Unidad muestral evaluada por vifiedo: 200 posiciones de cultivo (145.594 posiciones de
cultivo en 2014 y 106.860 en 2015).
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Caracteristicas del vifiedo:

La eleccidon de los vifiedos se basd en criterios de jerarquizacion en los que se tuvieron en cuenta
aspectos como:

e Distribucién geografica del vifiedo, tanto a nivel provincial como de representatividad a nivel
de municipio.

e Denominaciones de Origen Protegidas y Figuras de Calidad.
e Edad delos vifiedos:

— Plantados de 2004 a 2013: plantaciones jévenes en las que aun se estd formando la estruc-
turay entrando en produccidn y estabilizacidn.

— Plantados de 1994 a 2003: vifiedo adulto en plena produccién en época de gran auge de
plantaciones.

— Plantados de 1979 a 1993: vifiedo adulto en plena produccién.
— Plantados antes de 1979: plantaciones «viejas», con menor produccién y rendimiento, pero
interesante aporte en calidad.

e Variedades representativas.

e Densidad de plantacién:
— Baja: entre 700 y 2.000 plantas por hectdrea.
— Media: entre 2.000 y 3.300 plantas por hectarea.
— Alta: superiores a las 3.300 plantas por hectérea (hasta las 10.000).

e Sistema de conduccidn, formas libres o en «vaso» o formas dirigidas o en «espaldera».
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Figura 22. Distribucién del vifedo en Castilla y Ledn y puntos de muestreo de enfermedades fungicas
de la madera de la vid en funcidn de la provincia y figura de calidad.
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5. Resultados

Ensayo 1: Estudio de resistencia de 15 variedades autéctonas de Castilla y Ledn a la inoculacién

de Phaeomoniella chlamydospora en condiciones controladas
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Figura 23. Susceptibilidad de la vid a la inoculacién de Phaeomoniella chlamydospora. Diagramas de cajas
que ilustran la distribucion de la longitud de la decoloracién de la madera medida en 9 variedades tintas (a)
y 6 blancas (b) a los 7 meses después de las inoculaciones. Las lineas continuas y los circulos rojos dentro
del cuadro corresponden a la mediana y la media, respectivamente. Las lineas superior e inferior del cuadro
corresponden a los percentiles 25y 75 de los datos, respectivamente. Las barras de error representan los per-
centiles 10 y 90, y los circulos representan los percentiles 5y 95. Variedades con letras diferentes representan

diferencias significativas al 95% segun el Test de Tukey.
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Ensayo 2: Estudio de la incidencia de las enfermedades de madera de la vid en Castilla y Ledn

N° Parcelas % Afeccion N° Parcelas % Afeccion

ZONA O NIVEL DE ESTUDIO

2014 2014 2015 2015
Autondémico Castillay Leén 728 2,58 566 2,06
Avila 47 5,79 24 5,64
Burgos 167 3,64 112 1,35
Ledn 115 1 86 0,61
Palencia 3 0,37 2 0,62
Provincial Salamanca 26 0,93 13 0,75
Segovia 15 0,29 13 0,9
Soria 14 2,13 14 2,23
valladolid 217 1,69 205 1,56
Zamora 124 3,69 97 4,65
Arlanza 9 1,53 7 0,32
Arribes 33 1,05 23 1,17
Bierzo 52 1,19 37 0,85
Cigales 26 2,08 21 2,16
Ribera del Duero 207 32 153 1,52
Rueda 136 1,52 129 1,14
Sierra de 1 0,68 4 0,48
Figura Salamanca
de calidad Tierra de Ledn 57 0,95 48 0,44
ziee;;i:i:ino 17 2,5 10 6,88
Toro 68 5,76 61 6,27
Valtiendas 5 0,54 3 1,24
ede .
;/Eejz Castilla 81 3,65 52 3,16
Anterior a 1979 340 2,55 239 1,93
Edad 1979-1993 86 2,35 63 3,18
del vifiedo 1994-2003 176 3,65 155 2,87
2004-2013 126 1,31 109 0,54

Tabla 5. Porcentaje de incidencia de enfermedades fungicas de la maderay niumero de parcelas inspecciona-
das en 2014 y 2015 a nivel autonémico, provincial, figura de calidad y edad del vifiedo.
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N° Parcelas % Afeccién N° Parcelas % Afeccion

FACTOR DE ESTUDIO

2014 2014 2015 2015
Tintas 548 2,95 402 2,42
Blancas 157 1,41 146 1,05
Albillo Real 3 1,17 3 2,75
Cabernet Sauvignon 1 0 1 0
Garnacha 55 3,55 31 43
Garnacha Tintorera 1 9,35 6 3,51
Godello 2 3,83 2 1,28
Juan Garcia 20 1,03 12 1,33
Malvasia Riojana 6 1,29 3 0,51
Variedad Mencia 43 1,23 28 1,3
Merlot 1 0 1 0,51
Palomino 15 0,33 13 0,82
Prieto Picudo 50 0,82 43 0,52
Rufete 9 1,56 4 1,42
Sauvignon Blanc 4 0 4 0,26
Tempranillo 358 3,32 276 2,67
Verdejo 121 1,57 115 1,07
Viura 6 1,33 6 0,97
Mezcla 23 1,73 18 2,23
Sistema de Espaldera 222 1,9 186 1,14
conduccién Vaso 453 2,87 332 273
Alta 120 1,5 92 1,19
g:zfiii:cién Media 397 2,38 317 1,37
Baja 211 3,55 157 3,96

Tabla 5 (continuacién). Porcentaje de incidencia de enfermedades fungicas de la madera y numero de
parcelas inspeccionadas en 2014 y 2015 a nivel autonémico, provincial, figura de calidad y edad del vifiedo.
6. Conclusiones

Ensayo 1: Estudio de resistencia de 15 variedades autdctonas de Castilla y Ledn a la inoculacién de
Phaeomoniella chlamydospora en condiciones controladas

Todas las variedades desarrollaron lesiones de madera después de la inoculacién con el agente cau-
sal, lo que indica que no hay evidencia de resistencia cualitativa a este hongo. Sin embargo, hay
variedades como Estaladifia y Albillo Mayor, que han mostrado diversos signos de resistencia par-
cial a P. chlamydospora, pudiendo ser candidatas a sustituir a otras variedades mds susceptiblesy
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ampliamente extendidas en Castilla y Le6n.Ensayo 2: Estudio de la incidencia de las enfermedades
de madera de la vid en Castilla y Ledn

En conjunto, el grado de afeccidon de enfermedades de madera de la vid no ha sido muy elevado
(2-3%), si bien es relativamente alarmante el hecho de que se ha detectado presencia de la enfer-
medad en mds del 50% de las parcelas muestreadas en ambos afios de estudio.

Las provincias mds afectadas han sido Avila y Zamora, observdndose una ligera tendencia al au-
mento de la incidencia en Zamora de 2014 a 2015. Igualmente, se ha observado esta tendencia en las
figuras de calidad dela DO Toro yla DO Tierra del Vino de Zamora, resultando ser las mas afectadas
en 2015.

El rango de edad del vifiedo de menos de 10 afios es el de menor incidencia promedio, menos de
1,5%, presentado el resto de intervalos de edad incidencias mayores de 1,9%.

Las variedades tintas han mostrado mds afectacién que las blancas. Las variedades con mayor afec-
tacién han sido Garnacha Tintorera, Garnacha y Tempranillo. El sistema de conduccién en vaso, con
densidades de plantacién mds bajas, ha presentado mayor incidencia que la espaldera, quizas debi-
do al aumento de la seccidn de las heridas de poda y por tanto mayor via de entrada de los hongos
en la planta.

La incidencia de estas enfermedades aumenta a medida que disminuye la densidad de plantacidn.
Las densidades de plantacién «bajas» han mostrado porcentajes de incidencia mayores que las den-
sidades «medias» y «altas». Estos resultados pueden ser debidos a que al aumentar la densidad de
plantacion se reduce la capacidad individual de las cepas, disminuyendo la seccién de las heridas, y
por tanto, disminuyendo la via de entrada de los hongos en la planta.

Si bien con diferencias aparentes en cuanto a la distribucién geografica de la incidencia de las en-
fermedades de madera, la deteccion de presencia de sintomatologia compatible con estas enferme-
dades practicamente de forma generalizada, supone un foco de expansidn en los préximos afios, lo
cual aconseja una profundizacion urgente en el incremento de conocimiento e investigacién aplicada
orientada a la definicidn de estrategias y medidas que puedan paliar sus efectos.

7. Publicaciones mas destacadas

MartinNez-Diz M.P., Diaz-Losapa E., Barajas E., Ruano-Rosa D., AnNprEs-Sopupe M., Gramaje D. (2019):
Screening of Spanish Vitis vinifera germplasm for resistance to Phaeomoniella chlamydospora.
Scientia Horticulturae 246, 104-109.

Barajas E., Rusio J.A., Rojo F.J., GonziLez ].C., Caminero C. (2019): Situacién de las enfermedades
de madera en el vifiedo de Castilla y Ledn. Tierras 271, 70-76.
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3. Comunidad Valenciana

Instituto Agroforestal Mediterrdneo, Universitat Politecnica de Valéncia
Josep ARMENGOL Y MONIcA BERBEGAL

1. Marco de Actuacion y Proyectos

Financiacidén Nacional:

Proyecto: Desarrollo de nuevas estrategias de manejo integrado de las enfermedades fungicas
de la madera de la vid (RTA2015-00015-C02-01), concedido por el Instituto Nacional de In-

vestigacién y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA).

Financiacién privada:

Convenio de colaboracién con la empresa Belchim Crop Protection.

Periodo de actuacién: 2015 —2020.

2. Participantes

J. Armengol, M. Berbegal, A. Ramdn-Albalat y M. Ledn.

3. Objetivos

Evaluar la capacidad del agente de biocontrol Trichoderma atroviridae SC1 para reducir las
infecciones causadas por hongos de la madera en el material de plantacién de vid durante el
proceso de propagacion en un vivero comercial.

Establecer dos vifiedos comerciales con este material de siembra tratado con T. atroviridae
SC1, para comprobar la proteccidn a largo plazo proporcionada por este agente de control
bioldgico durante dos campaifias de cultivo.

4. Ensayos Experimentales

ENSAYO 1: Ensayo de vivero.

Material y métodos

Caracteristicas del vivero:

Localizacién: Comunidad Valenciana
Variedad: Tintorera

Portainjerto: 110 Richter

Afio del ensayo: 2015

Producto T. atroviride SC1 a la dosis de 2 g/litro

Tratamientos experimentales:

Inmersion del material vegetal durante 1 dia en el producto antes del injerto; aplicacién al
substrato del producto en la fase de estratificacidn; inmersién de raices en el producto durante
1 hora antes de la plantacién (Figura 24).
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Sin producto (tratamientos con agua sin T. atroviride SC1).

En ambos casos se utilizaron tres repeticiones de 120 plantas por tratamiento. Al final de la
campafia, se estudid la presencia de Trichoderma y hongos de la madera en 25 plantas por

repeticidn.

Figura 24. Tratamiento con Trichoderma atroviride SC1 por inmersién de las plantas antes de la plantacién
en el campo de enraizamiento en vivero y aspecto del mismo campo tras la brotacién.

ENSAYO 2: Ensayos en vifiedo.

Material y métodos

Caracteristicas del vifiedo:

Localizacién: Dos vifiedos plantados en Campo Arcis (Campo 1) y Requena (Campo 2) (Comu-
nidad Valenciana).

Variedad: Tintorera.
Portainjerto: 110 Richter.

Afio del ensayo: Campaiias de cultivo 2016-17 y 2017-18.

Tratamientos experimentales:

En cada campo se establecieron tres repeticiones de 30 plantas por tratamiento (tratadas y
no tratadas).

Tratamientos campafia 2016-17 (plantacién Mayo 2016).
Inmersion de raices durante 1 hora en el producto antes de la plantacién.
Sin producto (tratamientos con agua sin Trichoderma).

Al final de la campafia (Febrero 2017), estudio del paso seco de sarmientos de todas las plan-
tas y de la presencia de Trichoderma y hongos de la madera en 10 plantas por repeticion.

Tratamientos campafia 2017-18.
Pulverizacidén de T. atroviride SC1 en las heridas de poda.
Sin producto (tratamientos con agua sin Trichoderma).

Al final de la campafia (Febrero 2018), estudio del paso seco de sarmientos de todas las plan-
tasy de la presencia de Trichoderma y hongos de la madera en 10 plantas por repeticién.
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5. Resultados mas relevantes

Ensayo 1: Ensayo de vivero

Al final del proceso de produccién de planta injertada en el vivero se aislaron los siguientes hon-
gos de la madera de la vid: Dactylonectria torresensis, Diplodia seriata, Cadophora luteo-olivacea,
Neofusicoccum parvum, Phaeoacremonium minimum y Phaeomoniella chlamydospora. Su incidencia
y severidad en las tres dreas de aislamiento estudiadas en las plantas injertadas (raices, base del
patrén y zona del injerto) fueron muy variables. Los datos de los diferentes patdgenos se agrupa-
ron de acuerdo con las tres principales enfermedades consideradas Decaimiento por Botryosphae-
ria (BOT), enfermedad de Petri (PETRI) y Pie negro (PN). Los porcentajes de incidencia para BOT,
y las enfermedades PETRI y PN en plantas no tratadas fueron 33.3, 30.2 y 1.3 %, respectivamente,
mientras que en las plantas tratadas con T. atroviride SC1 fueron 1.3, 12.4 y O %, respectivamente.
En cuanto a la severidad, los porcentajes obtenidos para BOT, PETRI y PN fueron 8.6, 6.3 y L1, res-
pectivamente, mientras que en las plantas tratadas fueron 0.4, 2.1y O, respectivamente. Los andlisis
estadisticos revelaron reducciones significativas tanto en incidencia como en severidad para BOT
y solo en severidad para PETRI las plantas tratadas con T. atroviride SC1. Para PN, no se apreciaron
reducciones estadisticamente significativas ni en incidencia ni en severidad. En este caso, los patd-
genos asociados con esta enfermedad se detectaron a niveles muy bajos en plantas no tratadas y no
se detectaron en plantas tratadas.

Ensayo 2: Ensayos en vifiedo

Los resultados del peso seco de los sarmientos (g/planta) al final de la primera campafia de cultivo
en el Campo 1 fueron 42.2 y 55.0 g/planta para plantas no tratadas y tratadas, respectivamente, y en
el Campo 2 fueron 17.9 y 22.7 g/planta, respectivamente. Al final de la segunda campafia de cultivo,
el peso seco de los sarmientos en el Campo 1 fueron 273.3 y 245.7 g/planta para plantas no tratadas
y tratadas, respectivamente, y en el campo 2 fueron 127.2 y 125.3 g/planta, respectivamente. Se ob-
servo un aumento estadisticamente significativo en el peso seco en las plantas tratadas con T. atro-
viride SC1 en ambos campos al final de la primera campafia de cultivo, pero no al final del segundo.

En el campo 1, al final de la primera campafia de cultivo (2016-2017), los patégenos aislados fueron
D. torresensis, D. seriata, Ilyonectria liriodendri, N. parvum, Pm. minimum y Pa. chlamydospora, todos
con porcentajes variables de incidencia y severidad en las tres zonas de aislamiento en las plantas
injertadas (raices, base del patrén y zona del injerto). Al final de la segunda campafia de cultivo
(2017-2018), los patdgenos que fueron aislados fueron los mismos indicados anteriormente, pero
también Pm. iranianum que se detectd en la zona de injerto. En el campo 2, al final de la primera
campafia de cultivo (2016-2017) los patdgenos que se aislaron fueron Botryosphaeria dothidea, C.
luteo-olivacea, D. torresensis, D. seriata, Eutypa lata, Ilyonectria alcacerensis, 1. robusta, N. parvum, Pm.
minimum y Pa chlamydospora; y al final de la segunda campafia (2017-2018) las especies encontra-
das fueron D. novozelandica, D. torresensis, I. robusta, N. parvum, Pm. iranianum, Pm.minimum, Pm.
parasiticum y Pa. chlamydospora. En ambos campos y campaiias de cultivo se observaron reduccio-
nes en los porcentajes de severidad a incidencia de BOT, PETRI y PN, No obstante, estas reducciones
fueron estadisticamente significativas para incidencia y severidad sélo en algunos casos: en el Cam-
po 1 PETRI en la primera campaiia de cultivo,y BOT y PETRI en la segunda; y en el Campo 2 PETRI en
la primera campafia de cultivo.

Estos resultados indican que T. atroviride SC1 es un tratamiento que puede ser util para reducir las
infecciones causadas por hongos de la madera de la vid en viveros, y también en el momento esta-
blecer nuevos vifiedos. La busqueda de tratamientos utiles para la gestién integrada de los hongos
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delamadera de la vid es una prioridad, debido a las restricciones en el uso de productos quimicos y
la ausencia total de tratamientos curativos una vez que las plantas de vid ya estdn infectadas. Aun-
que no hay informacién disponible ain sobre los umbrales de infeccién por hongos de 1la madera,
cualquier reduccién en los niveles de contaminacién en viveros y en las primeras etapas del desa-
rrollo de la planta después de la plantacidn serd beneficioso para la sostenibilidad a largo plazo de
los vifiedos.

6. Publicaciones mas destacadas

BERBEGAL M., RAMON-ALBALAT A., LEON M. y ArMENGOL ]. (2020): Evaluation of long-term protection
from nursery to vineyard provided by Trichoderma atroviride SC1 against fungal grapevine trunk
pathogens. Pest Management Science 76: 967-977.
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4. Galicia

Estacidn de Viticultura e Enoloxia de Galicia (AGACAL-EVEGA)
MaRria DEL P1LAR MARTINEZ D1z Y EMiLIA Diaz Losapa

1. Marco de Actuacion y Proyectos

Financiacién Regional:

e Proyecto «VIVERVID: Proyecto piloto para la produccién sostenible de plantas de vid», solicita-
do por la empresa Viveros José Lopez y desarrollado por la «Estacion de Viticultura e Enoloxia de
Galicia (EVEGA)» en colaboracién con el Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV).

Financiacién Nacional:

e Proyecto: Desarrollo de nuevas estrategias de manejo integrado de las enfermedades fungicas
de la madera de la vid (RTA2015-00015-C02-01), concedido por el Instituto Nacional de
Investigacién y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA).

Periodo de actuacién: 2016 —2020.

2. Participantes

Maria del Pilar Martinez-Diz"?, Emilia Diaz-Losada', Angela Diaz-Ferndndezl, Yolanda Bouzas-Cid!,
Maria Alen', Marcos Andrés-Sodupe® y David Gramaje®.

!Estacién de Viticultura y Enologia de Galicia (INGACAL-EVEGA), Ponte San Clodio s/n 32428-Leiro-Ourense.

*Universidade da Corufia, Facultade de Ciencias, Zapateira, 15071 A Coruifia.

*Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV), Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Universidad de la Rioja, Gobierno de La Rioja,
Ctra. LO-20 Salida 13, 26071 Logrofio.

3. Objetivos

e Desarrollar métodos de evaluacién rdpidos y fiables para identificar fuentes de resistencia
a hongos asociados con las enfermedades de la madera de la vid (EMV).

e Produccidn sostenible de planta-injerto de vid de variedades autdctonas gallegas, encamina-
da a dar mayores garantias sanitarias con respecto a las enfermedades de la madera de la vid
(EMV), a través de la inclusion de estrategias de control integrado en el proceso de produccién
de planta de vivero mediante el uso de termoterapia con agua caliente (TAC) y la utilizacién
de agentes de control bioldgico (ACB).

4. Ensayos Experimentales

ENSAYO 1: Evaluacion de la tolerancia de cultivares de Vitis vinifera L. a Phaeomoniella chla-
mydospora.

Material y métodos

Material vegetal:

e Se utilizaron estaquillas enraizadas de un afio de edad de longitud uniforme (50 cm) con
4 yemas, de 38 variedades, 20 tintas («Brufial», «Brancellao», «Caifio Bravo», «Caifio
Longo 1», «Caifio Longo 2», «Caifio Tinto», «Castafial», «Corbillén», «Espadeiro», «Ferrén»,
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«Garnacha Tintorera», «Juan Garcia», «Manddn», «Mencia», «Merenzao», «Moscatel
Bago Miudo Tinto», «Pan y Carne», «Pedral», «Tempranillo» y «Zamarrica») y 18 blan-
cas («Agudelo», «Albarin Blanco», «Albarifio», «Albilla do Avia», «Blanca de Monterrei»,
«Caifio Blanco», «Dofia Blanca», «Garnacha Peluda», «Godello», «Jarrosuelto», «Lado»,
«Loureira», «Moscatel Grano Menudo», «Palomino», «Ratifio», «Silveirifia», «Treixadura»
y «Verdello»), presentes en la coleccién de germoplasma de AGACAL-EVEGA. En el mes de
febrero, durante el reposo vegetativo, se recogieron varas de las distintas variedades, que
se enraizaron y se mantuvieron en condiciones controladas de invernadero.

Aislado fungico, proceso de inoculacién y disefio experimental:

e Como indculo para el estudio, se utilizé el hongo P. chlamydospora cepa BV-130, la cual se ob-
tuvo de la coleccion del grupo de investigacion BIOVITIS, del Instituto de Ciencias de la Vid y
del Vino de Logrofio (La Rioja). Esta cepa fue previamente seleccionada entre ocho aislados de
P. chlamydospora en un ensayo de virulencia previo realizado en el ICVV.

e Lasestaquillas seinocularon durante el mes de julio del afio 2016 y 2017. Para ello, se realizé
una herida entre los dos nudos superiores con un sacabocados de 6 mm de didmetro (Fig.
25a) e inmediatamente se colocé el inoculo (Fig. 25¢), consistente en discos de agar y mi-
celio del mismo didmetro (Fig. 25b), se cubrié con algodén humedecido con agua destilada
(Fig. 25d), se selld con Parafilm® (Fig. 25€) y se cubrid con papel de aluminio (Fig. 25f) para
evitar la desecacidn. Las estaquillas control se inocularon con discos de agar estéril. A conti-
nuacidn, se dispusieron siguiendo una distribucidn totalmente al azar en un invernadero a
25°C de temperaturay un 50% de humedad relativa. Se utilizaron 12 estaquillas por cultivar
y tratamiento.

Figura 25. Proceso de inoculacién de P. chlamydospora mediante discos de agar con micelio. (a) Realizacién
de la herida con el sacabocados; (b) Indculo fungico de P. chlamydospora; (c) Insercion del disco de agar con
micelio en la herida; (d) Colocacién de algodén humedecido; (e) Sellado con Parafilm®; (f) Colocacion del
papel de aluminio.
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Evaluacidn de las lesiones y reaislamientos:

Pasados 7 meses tras la inoculacidn, se procedio a la evaluacién de las plantas midiendo el desa-
rrollo de las lesiones vasculares o chancros internos producidos por el hongo. En primer lugar, con
la ayuda de una navaja, se retir6 la corteza de la zona de la inoculacién para poder ver y medir la
longitud de las lesiones. La extensidn de la decoloracién vascular se midid hacia arriba y hacia abajo
desde el punto de inoculacién con el software Image]. Se seleccionaron al azar tres plantas de cada
cultivar para realizar los reaislamientos del hongo y completar los postulados de Koch. Las plantas
seleccionadas se esterilizaron en superficie mediante pasos sucesivos de un minuto de duracién en
hipoclorito sédico al 33,3% y agua estéril. Pequefios fragmentos de madera (0,5 a 1 cm) de tejido
necrético del borde de cada lesidn (frente de avance) (afio 2016 y 2017) y de intervalos de 1 cm por
encima del mismo hasta un méximo de 8 cm (afio 2017), se sembraron en placas con extracto de
malta agar (MEA) suplementado con 0,5 g/l de estreptomicina (MEAS) (Fig. 26).

Figura 26. Proceso de reaislamiento de los hongos asociados a EMV utilizados en el estudio.

Las placas se incubaron a 25°Cy en oscuridad y pasados 7-10 dias, las colonias de hongos se trans-
firieron a placas con medio de cultivo patata dextrosa agar (PDA). Transcurridas dos semanas, los
cultivos se identificaron como P. chlamydospora segun la morfologia de la colonia. El porcentaje de
reaislamiento se calcul6 como el porcentaje de plantas del cual se recuperé el hongo patégeno ino-
culado con respecto al numero total de plantas inoculadas.

ENSAYO 2: Evaluacioén de la tolerancia de cultivares de Vitis vinifera L. a Neofusicoccum parvum.
Material y métodos

Material vegetal:

El estudio se llevd a cabo con estaquillas enraizadas de un afio de edad, de 21 variedades tintas
(«Brancellao», «Brujidera», «Caifio Bravo», «Caifio Longo 1», «Caifio Longo 2», «Caifio Tinto»,
«Cabernet Sauvignon», «Castafial», «Ferrén», «Juan Garcia», «Mencia», «Merenzao», «Merlot»,
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«Moscatel Bago Miudo Tinto», «Pan y Carne», «Pedral», «Sousén», «Syrah», «Tempranillo», «Tou-
riga Nacional» y «Zamarrica») y 18 blancas («Agudelo», «Albarin Blanco», «Albarifio», «Albilla
do Avia», «Caifio Blanco», «Dofia Blanca», «Garnacha Peluda», «Godello», «Jarrosuelto», «Lado»,
«Loureira», «Moscatel Grano Menudo», «Palomino», «Silveirifia», «Thompsom Seedless», «To-
rrontés», «Treixadura» y «Treixadura Francesa»), tomadas en la coleccién de germoplasma per-
teneciente a AGACAL-EVEGA. Las varas de las distintas variedades se recogieron durante el reposo
vegetativo (mes de febrero), y posteriormente se cortaron estaquillas de longitud uniforme (50 cm)
conteniendo 4 yemas, que se enraizaron y mantuvieron en condiciones controladas en el interior de
un invernadero, hasta el momento de la inoculacidn.

Aislado fungico, proceso de inoculacién y disefio experimental:

Se utilizé el hongo N. parvum cepa BV-0056 como indculo para el estudio, el cual se obtuvo de la
coleccidn del grupo de investigacién BIOVITIS, del Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV).
Esta cepa fue previamente seleccionada por su alta virulencia en estudios previos.

Las inoculaciones se llevaron a cabo durante el mes de julio del afio 2016, 2017 y 2018. Para ello, se rea-
liz6 una herida entre los dos nudos superiores con un sacabocados de 6 mm de didmetro (Fig. 27by ¢)
e inmediatamente se colocd el inoculo (Fig. 27¢), consistente en discos de agar y micelio del mis-
mo didmetro (Fig. 27d), se cubrid con algodén humedecido con agua destilada (Fig. 27f), se sellé
con Parafilm® (Fig. 27g) y se cubrié con papel de aluminio (Fig. 27h) para evitar la desecacién.
Las estaquillas control se inocularon con discos de agar estéril. A continuacion, se dispusieron
siguiendo una distribucidn totalmente al azar en un invernadero a 25°C de temperatura y un 50%
de humedad relativa. Se utilizaron 12 estaquillas por cultivar y tratamiento (Fig. 27j).

Figura 27. Proceso de inoculacion de N. parvum mediante discos de agar con micelio utilizado en el ensayo.
(a) Planta antes de la inoculacién; (b) Realizacidon de la herida con el sacabocados; (c) Herida hecha con el
sacabocados; (d) Inéculo fungico de N. parvum; (e) Insercién del disco de agar con micelio en la herida; (f)
Colocacion de algodén humedecido; (g) Sellado con Parafilm®; (f) Colocaciéon del papel de aluminio; (i) Planta
después de la inoculacién; (j) Plantas inoculadas en el interior del invernadero.

Evaluacidn de las lesiones y reaislamientos:

Las decoloraciones o necrosis vasculares internas de las plantas producidas por el patdgeno se eva-
luaron 5 meses después de la inoculacién. En primer lugar, retiramos la corteza entre los nudos en los
que habiamos realizado la inoculacién del hongo con la ayuda de una navaja, para poder ver y medir
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lalongitud de las necrosis. La longitud de la necrosis vascular se midi6 desde el punto de inoculacién
tanto hacia arriba como hacia abajo, con la ayuda del software Image]. Tres plantas al azar de cada
cultivar se utilizaron para hacer los reaislamientos del hongo y poder completar asi los postulados de
Koch. Estas plantas se esterilizaron en superficie mediante pasos sucesivos de un minuto en hipoclo-
rito sédico al 33,3% y agua estéril. Pequefios fragmentos de madera (0,5 a 1 cm) de tejido necrdtico
del borde de cada lesidn (frente de avance) (afio 2016,2017 y 2018) y de intervalos de 1 cm por encima
del mismo hasta un méximo de 8 cm (afio 2017y 2018), se sembraron en placas con extracto de malta
agar (MEA) suplementado con 0,5 g/l de estreptomicina (MEAS). Las placas se incubaron a 25°Cy en
oscuridad y pasados 7-10 dias, las colonias de hongos se transfirieron a placas con medio de cultivo
patata dextrosa agar (PDA). Transcurridas dos semanas, se procedié a la identificacién morfoldgica
de N. parvum entre las colonias en crecimiento en PDA. El porcentaje de reaislamiento se calculd
como el porcentaje de plantas del cual se recuper6 el hongo patdgeno inoculado con respecto al nu-
mero total de plantas inoculadas.

ENSAYO 3: Efecto del tratamiento con termoterapia con agua caliente (TAC) y con Trichoder-
ma atroviride SC1 sobre las infecciones por hongos asociados a enfermedades de la madera
de la vid (EMV) en viveros de vid.

Material y métodos

Material vegetal:

El estudio se llevé a cabo utilizando un total de 12 variedades autdctonas gallegas, 5 tintas («Bran-
cellao», «Sousén», «Mencia», «Espadeiro» y «Merenzao») y 7 blancas («Godello», «Albarifio»,
«Treixadura», «Loureira», «Dofia Blanca», «Torrontés» y «Albarin Blanco»), las cuales se injertaron
sobre el portainjerto 110 Richter (110 R) en un vivero localizado en O Barco de Valdeorras (Ourense-
Galicia) en el afio 2018.

Tratamientos:

Se evalud la efectividad de los siguientes tratamientos: (T1) Termoterapia con agua caliente (TAC)
a 53°C durante 30 min, (T2) Trichoderma atroviride SC1 (TCH) (Vintec®, Belchim Crop Protection;
2 x 1010 CFU g-1 de producto formulado) a una dosis de 2 g I-1, por inmersidn en una suspensiéon
acuosa durante 24h a temperatura ambiente (TCH) y (T3) Combinacién de los tratamientos TAC y
TCH, comenzando aplicacidén de TAC, seguida de una aclimatacidn de las plantas a 20°C durante 24
h, previa a la inoculacién de la TCH.

Aplicacién de los tratamientos y disefio experimental:

Antes dela aplicacidon de los tratamientos y de comenzar el proceso de propagacion en el vivero, se se-
leccionaron al azar 25 estacas y 10 yemas de cada una de las variedades para analizar las condiciones
fitosanitarias iniciales en cuanto a la presencia de patégenos fungicos asociados con EMV.

La aplicacién de los tratamientos se realizé en dos de los puntos criticos del proceso tradicional de
produccion de planta en vivero en los que se considera que existe un mayor riesgo de contaminacién
por parte de patdgenos fungicos asociados a EMV, que son (i) en la etapa de hidratacién previa al
injertado y (ii) tras el enraizamiento de las plantas en el campo del vivero, previa plantacién en un
vifiedo comercial.
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Ensayo produccion de planta en vivero: La aplicacion de los tratamientos en esta etapa se realizé du-
rante la fase de hidratacién previa al injertado en abril de 2018. En el caso del tratamiento con TAC
se aplico solamente a las estacas y el tratamiento con TCH se aplicé tanto a las estacas como a las
yemas de las distintas variedades. Las plantas control siguieron el proceso de hidratacién habitual
con agua. A continuacion, se procedi6 al injertado de las plantas, formacién del callo y plantacién de
las mismas en el campo del vivero en junio de 2018, siguiendo un disefio en bloques completamente
aleatorizado con 3 repeticiones de 30 plantas por tratamiento y variedad, haciendo un total de 1080
plantas por tratamiento.

Figura 28. Aplicacion de los tratamientos (A) TAC y (B) TCH, durante la fase de hidratacion previa al injertado y
(C) plantacion de las plantas injertadas en el campo del vivero, en el ensayo de produccién de planta de vivero.

Ensayo vifiedo comercial: En marzo de 2019 las plantas enraizadas se arrancaron del campo del vivero
y serecortaron las raices a unalongitud uniforme de 10 cm. Hecho esto, se procedid a la aplicacidn de
los tratamientos previa plantacién en un vifiedo comercial de la mitad delas plantas yla otra mitad se
evaluaron en cuanto a la presencia de hongos asociados a EMV en laboratorio. El tratamiento TAC se
aplicd por inmersion de las plantas enteras en el bafio de agua caliente y el tratamiento con TCH por
inmersidn del sistema radicular de las mismas en la suspensidn acuosa del producto. Inmediatamente
después de la aplicacidén de los tratamientos se procedid a la plantacién de las mismas en un vifiedo
comercial localizado en Leiro (Ourense). Se siguié un disefio en bloques al azar de 3 repeticiones de
10 plantas por tratamiento y variedad, haciendo un total de 360 plantas por tratamiento. Las plantas
se plantaron dejando una separacién de 50 cm entre plantas y 250 cm entre filas.

Figura 29. Aplicacion de los tratamientos (A) TAC y (B) TCH tras el enraizamiento de las plantas en el campo
del vivero y (C) plantacién en el vinedo comercial.
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Aislamiento e identificacién de hongos asociados a EMV:

Las condiciones sanitarias iniciales de las plantas y efectividad de los tratamientos se evaluaron ana-
lizando la presencia de hongos asociados a Pie negro y la enfermedad de Petri. Para ello, se hicieron
aislamientos de 2 zonas distintas de las plantas: zona basal del portainjerto y sistema radicular. En
primer lugar, cada una de estas zonas, se lavaron con agua para eliminar restos de tierra y suciedad.
A continuacidn, se esterilizaron en superficie mediante pasos sucesivos de un minuto de duracién en
hipoclorito sédico al 33,3% y agua estéril. Pequefias porciones de raiz, asi como, del interior del tejido
xilemdtico de la base del portainjerto, fueron sembradas en placas con medio de cultivo de extracto
de agar malta (MEA) suplementado con 0,5 g/L de estreptomicina (MEAS). Las placas se incubaron
durante 10-15 dias a 25°C en oscuridad y todas las colonias fueron subcultivadas a placas con medio de
cultivo patata dextrosa agar (PDA) para la correcta identificacién morfolégica de los hongos aislados.
Se calculd laincidencia (porcentaje de plantas infectadas) y la severidad (porcentaje de puntos aislados
positivos) de los hongos asociados con Pie negro y la enfermedad de Petri. El porcentaje de control de la
enfermedad (Pr) de cada una delas enfermedades se calculd siguiendo la siguiente férmula Pr=100(Pc-
Pt)/Pc, donde Pc es la media de la incidencia o severidad de los patdgenos fingicos en el control y Pt es
la media de la incidencia o severidad de cada uno de los tratamientos.

Figura 30. Proceso de aislamiento e identificaciéon de hongos asociados con la enfermedad de Petri y del
Pie Negro. (A) Siembra en placas con medio de cultivo MEAS, (B) Colonias de hongos comenzando a crecer
durante el proceso de incubacion, (C) Colonia de Dactylonectria torresensis, hongo asociado a Pie Negro, (D)
Colonia de Phaecremonium minimum y (E) Colonia de Phaeomoniella chlamydospora, hongos asociados a
la enfermedad de Petri.
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Evaluacidn de las variables de crecimiento vegetativo:

Dos meses después de la plantacion, se calculd el porcentaje de brotacidn, asi como la longitud de
los brotes de las plantas, tanto en el caso del ensayo del proceso de produccién de planta en vivero
(agosto 2018), como en el del ensayo del vifiedo comercial (mayo 2019).

5. Resultados

Ensayo 1: Evaluacidén de la tolerancia de cultivares de Vitis vinifera L. a Phaeomoniella chla-
mydospora.

Los resultados mostraron que la especie fungica P. chlamydospora causé decoloraciones vasculares
en todas las variedades de vid evaluadas, siendo significativamente mds largas que las obtenidas en
plantas control (Fig. 31).

Las longitudes medias de las decoloraciones vasculares causadas por P. chlamydospora en ma-
dera de un afio de las variedades tintas y blancas, se muestran en la Fig. 32a y b, respectiva-
mente. En lo que respecta a las variedades tintas, la longitud media de la lesién causada por
el hongo varié de 40,7 («Castafial») a 94,0 mm («Tempranillo») (Fig. 32a), mientras que este
pardmetro varié de 58,8 mm («Caifio Blanco») a 91,2 mm («Treixadura») en las variedades
blancas (Fig. 32b).

7

Figura 31. Necrosis vascular observada en algunas de las variedades objeto de estudio. (1) «Godello», (2) «Albarin
Blancoy, (3) «<Dofa Blanca», (4) «Pany Carne», (5) «<Palomino», (6) «Zamarrica», (7) «<Mencia» y (8) «Brancellao»,
7 meses después de la inoculacién con P. chlamydospora (1-6) y control (7-8).

63



64

Guia sobre las enfermedades fungicas de la madera de la vid

a
200
o
150
o
O cde o
cde cde
100 cde cde
e de
R I11511
o e =T —0
51 =
£ —
E -
— [0}
£
T 0® o c c o
3 xg z‘Cu e 0 0 t %
] g2 2 ¢ & B F ¢
@ 0 m o [ = o o
> 8 o o = a
c b3 © 5 @8
Ye) (6] =
Q (8]
@©
1
L)
[}
o
T 200 b
o
[
T
T
=}
X
(o))
c 150 o
o
] o
e bed bcd o bcd
100 ! 0 : 3
o cde
s =B
‘BB Bl
50 ® - _ N
| il s
e
o
[0}
z 8 o <]
@ Z fzu 3 s T
o < O - o g
i< o < 9 3 I
‘T o © © g’ <]
(@] o [ui] 8 5
3 s &
<

Figura 32. Susceptibilidad de las distintas variedades evaluadas a Phaeomoniella chlamydospora. Los diagra-
mas de caja muestran la distribucion de la longitud de decoloracién vascular de la madera en las variedades
tintas (a) y en las variedades blancas (b), 7 meses después de la inoculacidon. Los resultados estan ordenados
segun la media. Las lineas negras y los puntos rojos dentro de las cajas se corresponden con la medianay la
media, respectivamente. Las longitudes medias de las decoloraciones vasculares seguidas de la misma le-
tra no son significativamente diferentes, segun el test de Tukey (P<0.05).»Garnacha T»: «Garnacha Tintorera»;
«Caiflo BN»: «Caifo Blanco»; «Blanca M»: «Blanca de Monterrei»; «Moscatel GM»: «Moscatel Grano Menudo;

[e]

bcde

Brancellao

bcd

bcd

Gamacha P

o

bcde

MBM Tinto

Albarifio

abcde

Caifio Longo 2

bed

Verdello

abcde

Espaldeiro

bed

Loureira

abc

Gamacha T

abed

Lado

o
o abed
abcd ﬁgﬂ
b&e ab‘cd
e e
= e 1
(] = © ) c
(g g ‘E E :g
9] [ S
2 a2 o o g
c > b3
] c
] ©
[ o
o
bc
o
: abcd
: o T
abed
. bed %
: | T .
o |
o
o m o o
3 2 e £
o ] ® £
8 o o o
2 a
o
a

«Garnacha P»: «Garnacha Peluda»; «cMBM Tinto»: «Moscatel de Bago Miudo Tinto».
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Phaeomoniella chlamydospora se reaislé del frente de avance y del tejido asintomdtico mds alld de la
lesién en el 100% y el 36,8% de las variedades, respectivamente. No se reaisld P. chlamydospora de
las plantas control.

Ensayo 2: Evaluacion de |a tolerancia de cultivares de Vitis vinifera L. a Neofusicoccum parvum.

Se observaron necrosis vasculares causadas por el hongo N. parvum en todas las variedades de vid
evaluadas, siendo estas significativamente mds largas que las obtenidas en plantas control (Fig. 33).

Figura 33. Necrosis vascular observada en algunas de las variedades objeto de estudio. (1) «Albarin Blanco», (2)
«Jarrosueltoy, (3) «Albilla», (4) «Sousdn», (5) «Pan y Carne», (6) «Castafal», (7) «Caifio Tinto» y (8) «Albarin Blan-
co», 5 meses después de la inoculacién con N. parvum (1-6) y control (7-8).

Las longitudes medias de las necrosis vasculares causadas por N. parvum en madera de un afio de
las variedades blancas y tintas, se muestran en la Fig. 34a y b, respectivamente. En lo que respecta a
las variedades blancas, la longitud media de la lesién causada por el hongo varié de 12,6 mm («To-
rrontés») a 83,1 mm («Moscatel GM») (Fig. 34a), mientras que este pardmetro varié de 7,71 («Caifio
Longo 1») a 46,9 mm («Pan y Carne») en las variedades tintas (Fig. 34b).

Neofusicoccum parvum se reaislé del frente de avance y del tejido asintomdtico mads alld de la lesion
en el 94,7% y el 44,9% de las variedades, respectivamente. No se reaisld N. parvum de las plantas
control.
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Figura 34. Susceptibilidad de las distintas variedades evaluadas a Neofusicoccum parvum. Los diagramas de
caja muestran la distribucién de la longitud de decoloracién vascular de la madera en las variedades blan-
cas (a) y en las variedades tintas (b), 5 meses tras la inoculacion. Los resultados estan ordenados segun la
media. Las lineas negras y los puntos rojos dentro de las cajas se corresponden con la mediana y la media,
respectivamente. Las longitudes medias de las decoloraciones vasculares seguidas de la misma letra no son
significativamente diferentes, segun el test de Tukey (P<0.05).»Garnacha P»: «Garnacha Peluda»; «Caifio BN»:
«Caifo Blanco»; «Treixadura FR»: «Treixadura Francesa»; «<Moscatel GM»: «Moscatel Grano Menudo»; «sMBM Tin-
to»: «Moscatel de Bago Miudo Tinto».
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Ensayo 3: Efecto del tratamiento con termoterapia con agua caliente (TAC) y con Trichoder-
ma atroviride SC1 sobre las infecciones por hongos asociados a enfermedades de la madera
de la vid (EMV) en viveros de vid.

Evaluacién de hongos asociados a EMV:

La efectividad de los tratamientos ha variado segun la enfermedad evaluada y el momento de apli-
cacién de los mismos. En cuanto a los tratamientos aplicados durante la fase de hidratacién antes
del injertado, la combinacién TAC-TCH fue la mds efectiva tanto para el Pie negro como para la en-
fermedad de Petri (Fig. 35).
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Figura 35. Porcentajes de incidencia y de control de la enfermedad, de los tratamientos aplicados antes del
injertado (Ensayo produccion de planta en vivero): (A) y (B) Pie negro; (C) y (D) Enfermedad de Petri. TAC: Ter-

moterapia con agua caliente (T1); TCH: Trichoderma atroviride SC1 (Vintec®) (T2); TAC-TCH: Combinacion TAC
y TCH (T3).

El tratamiento con TCH aplicado en planta enraizada previa plantacién en un vifiedo comercial, fue
muy efectivo para reducir la afeccidén por hongos asociados al Pie Negro (Fig. 36). En el caso de la
enfermedad de Petri, el tratamiento TAC fue el m4s efectivo para reducir la incidencia de la enfer-
medad (Fig. 36).
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Figura 36. Porcentajes de incidencia y de control de la enfermedad, de los tratamientos aplicados en planta
enraizada en el campo del vivero previa plantacién en un viledo comercial (Ensayo viledo comercial): (A) y (B)
Pie negro; (C) y (D) Enfermedad de Petri. TAC: Termoterapia con agua caliente (T1); TCH: Trichoderma atroviride
SC1 (Vintec®) (T2); TAC-TCH: Combinacion TACy TCH (T3).

Variables de crecimiento vegetativo:

En cuanto al porcentaje de brotacién de las plantas del ensayo de produccién de planta en vivero, en
general, se observ6 un descenso para todos los de tratamientos evaluados, observdndose en algunos
casos diferencias significativas con respecto al control, para algunas de las variedades evaluadas
(Fig. 37A). El tratamiento combinado de TAC y TCH (T3), fue el que en general més redujo el por-
centaje de brotacion siendo significativamente menor en las variedades «Brancellao», «Merenzao»,
«Souson», «Albarin Blanco», «Godello» y «Loureira». En el caso de la variedad «Loureira», el por-
centaje de brotacidn fue significativamente mds alto que el control.

Con respecto a la longitud del brote, en general los tratamientos aplicados la disminuyeron ligera-
mente, si bien solo se mostraron diferencias significativas con el tratamiento combinado de TACy
TCH (T3) para las variedades «Mencia», «Merenzao», «Dofia Blanca» y «Loureira» (Fig. 37B).

Ninguno de los tratamientos estudiados afectd significativamente el porcentaje de brotacién de las
plantas del ensayo del vifiedo comercial, siendo en general muy alto para todas las variedades ob-
jeto de estudio (Fig. 38A). La longitud del brote de estas plantas tampoco vario significativamente
para ninguna de las variedades evaluadas excepto para la variedad «Sousén», en la que el trata-
miento TAC aumentd significativamente la longitud del brote con respecto al control (Fig. 38B).
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Figura 37. Porcentaje de brotacion y longitud del brote de las distintas variedades objeto de estudio, dos me-
ses tras la plantacion en el campo del vivero (Ensayo produccién de planta en vivero). (*) Significativamente
diferentes con respecto al control.
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Figura 38. Porcentaje de brotacién y longitud del brote de las distintas variedades objeto de estudio, dos
meses tras la plantacién en el campo del viiedo comercial (Ensayo vifledo comercial). (¥) Significativamente
diferentes con respecto al control.
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6. Conclusiones

Ensayo 1: Evaluacidn de la tolerancia de cultivares de Vitis vinifera L. a Phaeomoniella chlamydospora.

La técnica deinoculacién utilizada en el estudio (discos de agar con micelio) para evaluar la resisten-
cia a P. chlamydospora fue rapida y efectiva. Todos los cultivares desarrollaron lesiones en la madera
tras la inoculacidn, lo que indica que no hay evidencia de resistencia cualitativa al hongo patdgeno
P. chlamydospora. A pesar de esto, el presente estudio permitid clasificar diferentes variedades de
vid de acuerdo con diversos signos de resistencia parcial a P. chlamydospora, siendo las variedades
«Castafial», «Bruilal», «Caifio Blanco» o «Albilla do Avia» candidatas tolerantes prometedoras para
su uso en sistemas de produccién vitivinicolas donde las variedades dominantes (p.e. la variedad
«Tempranillo») son muy susceptibles.

Ensayo 2: Evaluacidén de la tolerancia de cultivares de Vitis vinifera L. a Neofusicoccum parvum.

El uso de discos de agar con micelio como técnica de inoculacién es un método rdpido y efectivo
para la evaluacidn de la resistencia a N. parvum. Ninguna de las variedades evaluadas en este es-
tudio mostro evidencia de resistencia cualitativa al hongo N. parvum, ya que todas las variedades
desarrollaron lesiones en la madera después de la inoculacién. Sin embargo, se han podido clasificar
las distintas variedades de vid evaluadas en funcion de su tolerancia o resistencia parcial a N. parvum,
reveldndose «Caifio Longo 1», «Caifio Tinto», «Caifio Longo 2», «Torrontés», «Treixadura» e «Dona
Branca» como candidatos prometedores para su uso en sistemas de produccidn vitivinicolas en las
que las variedades mayoritarias son mas susceptibles.

Ensayo 3: Efecto del tratamiento con termoterapia con agua caliente (TAC) v con Trichoderma atro-
viride SC1 sobre las infecciones por hongos asociados a enfermedades de la madera de la vid (EMV)
en viveros de vid.

El control m4s eficaz de hongos asociados a EMV viene determinado por la utilizacién conjunta de
métodos fisicos (TAC) y bioldgicos (ACB), tanto cuando los tratamientos son aplicados en la etapa
de hidratacion previa al injertado, como, tras el enraizamiento de las plantas en el campo del vivero,
previa plantacién en un vifiedo comercial. Todos los tratamientos evaluados tuvieron un efecto de re-
duccidn del porcentaje de brotacion y de la longitud del brote en las plantas del ensayo de produccién
de planta de vivero, siendo el tratamiento combinado de TAC y TCH (T3) los que mds disminuyeron
ambas variables. En general, ninguno de los tratamientos afectd el porcentaje de germinacién ylalon-
gitud del brote de las plantas del vifiedo comercial. El uso de agentes de control bioldgico se muestra
como una las herramientas de presente y futuro para la lucha contra las EMV, teniendo en cuenta la
restriccidon del uso de productos quimicos para el control fitosanitario de la vid. Por tanto, se recomien-
da su utilizacion desde los inicios de la produccidn de planta de vivero como medida preventiva a la
infeccién por hongos de lamadera de lavid. Es de mencionar finalmente, que la viabilidad de las plan-
taciones también estd ligada ala adopcion de técnicas de cultivo que eviten la propagacién del inéculo
de hongos causantes de EMV, como la eliminacién de restos de poda y la proteccion de heridas de
poda, tanto en los campos de pies madre de viveros como en las plantaciones de vifiedos comerciales.
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7. Publicaciones mas destacadas

MartiNgz-Diz M.P., Diaz-Losapa E., Barajas E., Ruano-Rosa D., ANDRES-SopupE M., Gramaje D. (2019):
Screening of Spanish Vitis vinifera germplasm for resistance to Phaeomoniella chlamydospora. Sci.
Hort. 246,104-109.

MarTiNEz-Diz M.P., Diaz-Losapa, Gramaje D. (2020): Manejo integrado de las enfermedades de la ma-
dera de la vid. Agricultura Enero, 22-26.

MarTiNEZ M.P., Diaz-LosaDA E.; MARTINEZ ]., CHACON ].L., IzQuierDo P.M., Barajas E.; Rusio J.A., BErLaNas C.,
GramajE D. (2017): Searching for resistance to grapevine trunk disease pathogens among Spanish
germplasm collections. Phytopathologia Mediterranea, 56:552.
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5. Navarra

Estacidn de Viticultura y Enologia de Navarra (EVENA)
Josk FELix CIBRIAIN SABALZA

1. Marco de Actuacién y Proyectos

Financiacién Regional:

e Financiacidn del Departamento de Desarrollo Rural y Medio Ambiente de Gobierno de Nava-
rra en el Ambito de experimentacidn en viticultura y enologia.

Financiacién Nacional:

e Proyecto: Desarrollo de nuevas estrategias de manejo integrado de las enfermedades fungicas
de la madera de la vid (RTA2015-00015-C02-01), concedido por el Instituto Nacional de
Investigacidn y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA).

Periodo de actuacién: 2015 — 2019.

2. Participantes

J. Félix Cibriain Sabalza, Laura Caminero Lobera, Ana Sagliés Sarasa.

3. Objetivos

Se efectud un seguimiento de la aparicién de sintomatologia en una plantacién joven de Temprani-
llo con 16 portainjertos diferentes, y determino la susceptibilidad de distintos portainjertos de vid
a partir de las infecciones naturales por patdgenos fungicos de la madera. Como segundo objetivo,
se planted caracterizar las comunidades microbianas rizosféricas asociadas a seis portainjertos de
interés en el sector.

e Ensayo 1. Evaluacién de sintomas. Campafias 2016, 2017 y 2018.

e Ensayo 2. Caracterizacion de las comunidades microbianas rizosféricas asociadas a seis por-
tainjertos.

4. Ensayos Experimentales

Para estos cometidos, la Seccidn de Viticultura y Enologia de Evena dispone de una vifia en la parcela
experimental de Baretdn, situada en Olite dentro de la comarca agraria de la Ribera Alta de Navarra,
plantada en 2011 con 16 portainjertos injertados con el cultivar Tempranillo. Esta dispuesta en un
disefio experimental en bloques al azar con tres repeticiones.

ENSAYO 1: Evaluacidn de sintomas. Campanfas 2016, 2017 y 2018.

Material y métodos

Para el primer objetivo a lo largo de tres campafias, se realizé un seguimiento de las parcelas du-
rante todo al periodo vegetativo de la planta. La susceptibilidad varietal se estim¢é a partir de las
evaluaciones de intensidad de sintomas observados en brazos y hojas en tres momentos del ciclo
vegetativo anual.
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En seis de esos portainjertos, los mds comunmente utilizados, y que representan una gran parte de
la diversidad genética existente en portainjertos, se tomaron 80 muestras de suelo en dos momen-
tos diferentes, en mayo y en noviembre durante dos afios consecutivos.

Complementariamente al estudio planteado durante las campafias 2015, 2016 y 2017, se considerd
interesante efectuar una medicién de la expresidn vegetativa mediante la estimacidén de la superficie
foliar expuesta.

OLITE-Navarra
s, | Parcela experimental de
~maat BARETON

T

Tempranillo clon 771
Espaldera

Doble cordén
Marco28x1,3m
Orientacion N-8
Riego localizado

Bloque 2

-~

Periodo de estudio
2015-2018

Figura 39. Caracteristicas del vifiedo.

‘Material vegetal empleado como portain;

berlandieri x rupestris a8 Sy et
140 Ruggen > y
1103 Paulsen
110 Richter
_ 99 Richter

berlandieri x riparia
S04
Kobber 5BB

longii
1616 Courdec (longii x rip)
1613 Courdec (longii x Othello)

'"d;anlana(TVM)
- Salt Creek

vinifera x berlandieri
41-B

Fercal (colombard n1 x 31R) .
champini (TVM)
riparia x berlandieri Dog Ridge

161 -49 Courdec Freedom

Gravesac (161-49 x 3309C

Los portainjertos empleados se pretende representen una gran parte de la diversidad
geneética existente en Pl con buena adaptacion “teorica”a suelos calcareos

Figura 40. Descripcién de los portainjertos evaluados en el primer objetivo.
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Las enfermedades de las que se ha se ha realizado el seguimiento son Yesca, Botryosphaeria y Eu-
tipiosis. Los momentos de control se llevaron a cabo en: mitad de mayo (brotes 10-20 cm); junio
(floracién) y principios de agosto (inicio de envero)

Los sintomas evaluados se clasificaron en funcidn de su intensidad tal como se define en la tabla 7.

YESCA

Y1 DECOLORACIONES INTERNERVIALES
Y2 SECADO HOJA

Y3 DEFOLIACION

Y4 PASIFICACION RACIMO

BOTRYOSPHAERIA

Bl FALTA BROTACION
B2 SECADO BRAZO

El FALTA BROTACION
E2 RAQUITISMO BROTE
E3 HOJAS QUEMADAS

Tabla 7. Evaluaciéon de los sintomas en funciéon de su intensidad

ENSAYO 2: Caracterizacion de las comunidades microbianas rizosféricas asociadas a cinco
portainjertos.

Material y métodos

Para el segundo objetivo, se caracterizd el microbioma fungico y bacteriano de la rizosfera de cinco por-
tainjertos (110 Richter, 1103 Paulsen, 140 Ruggeri, 41-B Millardet y 161-49 Courdec) mediante secuen-
ciacién de amplicones (Figura 41). Las muestras se recogieron en las campafias 2016 y 2017. Ademds, se
cuantific la presencia de hongos asociados al pie negro de la vid mediante PCR a tiempo real (QPCR).

Muestras de suelo. Analisis de rizosfera

% &

110 Richter 1103 Paulsen 140 Ruggeri

S

41-B Millardet 161-49 Courdec

Muestras de suelo. Analisis de rizosfera

Figura 41. Portainjertos muestreados.
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4, Resultados

Ensayo 1: Evaluacién de sintomas. Campanas 2016, 2017 y 2018.

Basicamente los sintomas aparecidos en la parcela objeto de estudio han sido de Eutipiosis. La sin-
tomatologia descrita referida a Botryosphaeria y a los sintomas de Yesca no han sido patentes a lo
largo de la serie de afios de estudio.

Por tanto, los resultados mds relevantes referidos a Eutipiosis en cada uno de los portainjertos se
muestran en las siguientes graficas correspondientes a cada uno de los afios de estudio.

X [ | Mayo
3 B 3Junio

Julio

Portainjerto

Figura 42. Porcentaje de cepas con Eutipiosis durante la camparia 2016.
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Figura 43. Porcentaje de cepas con Eutipiosis durante la campafia 2017.
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Del andlisis de los datos acumulativos, el portainjerto con una incidencia severa de Eutipiosis es el
161-49 de Courdec. En un segundo nivel de afeccidn se situaron los portainjertos R-99, Rupestris y
Gravesac. Con afecciones leves, el resto.
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Figura 44. Porcentaje de cepas con Eutipiosis durante la campafa 2018.

En referencia a la medicién de la superficie foliar externa (SFE) durante las campafias 2015, 2016 y
2017, resaltar el hecho de que en las condiciones de la plantacidn, los portainjertos han demostrado
significativamente diferencias, destacando por su menor superficie el 161-49C. Figura 45.
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Figura 45. Superficie foliar externa (m?).
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Ensayo 2: Caracterizacidon de las comunidades microbianas rizosféricas asociadas a seis portainjertos.

Se remite a las conclusiones publicadas en el proyecto Proyecto RTA2015-00015-C02-00 (Programa
Estatal de [+D+I orientada a los Retos de la Sociedad, del Plan Estatal de Investigacidn Cientifica y
Técnica y de Innovacién, 2013-2016) «Desarrollo de nuevas estrategias de manejo integrado de las
enfermedades fungicas de la madera de vid» (Berlanas et al., 2019).

Los resultados mostraron que el genotipo no influia en la seleccién del microbioma. Se observé una
correlacion positiva entre la abundancia relativa de patdgenos de la enfermedad del pie negro ob-
tenida mediante secuenciacion masiva de amplicones y la obtenida mediante qPCR. La rizosfera de
los portainjertos «140 R» y «161-49 C» contenian menor cantidad de estos patégenos.

5. Conclusiones

e Laaparicién de sintomas ha resultado variable en cada uno de los afios del estudio.

e Laincidencia tanto de Yesca como de decaimiento por Botryosphaeria en la parcela ha sido
residual.

e Laenfermedad que mayor incidencia ha mostrado sintomatologia es la Eutipiosis.

e Laincidencia de la aparicién de sintomas de Eutipiosis estd relacionada con el portainjerto.
El1161-49 de Courdec ha demostrado ser el portainjerto mds vulnerable a lo largo del periodo
de estudio.

e Los resultados estadisticos de SEF de los portainjertos revelan el comportamiento erritico
del 161-49 Courdec, que vienen a corroborar los resultados de estudios de otros autores. (Spil-
mont et al., 2014).

6. Publicaciones mas destacadas

BerLaNas C., BErBEGAL M., ELENA G., LaiDant M., CieriaIN J.F., SAGUES A., Gramaje D. (2019): The fungal and
bacterial rhizosphere microbiome associated with grapevine rootstock genotypes in mature and
young vineyards. Frontiers Microbiol. 10:1142.
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6. La Rioja

Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino (ICVV)
Marcos Andrés Sodupe Y David Gramaje Pérez

1. Marco de Actuacién y Proyectos

Financiacién Regional:

e Proyecto: Caracterizacidn, epidemiologia y control de los patdgenos fungicos de madera de la
vid en La Rioja (R-03-16). Gobierno de La Rioja.

Financiacién Nacional:

e Proyecto: Desarrollo de nuevas estrategias de manejo integrado de las enfermedades fungicas
de la madera de la vid (RTA2015-00015-C02-01), concedido por el Instituto Nacional de In-
vestigacién y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA).

Periodo de actuacién: 2006-2020

2. Participantes

Marcos Andrés Sodupe, Carmen Berlanas Vicente, Rebeca Bujanda Mufioz, Beatriz Lépez Manzana-
res, Sonia Ojeda Garcia y David Gramaje Pérez.

3. Objetivos

Las heridas producidas en el momento de la poda son la principal via de infeccién de los hongos
asociados alas enfermedades de lamadera de la vid en planta adulta. Por tanto, los objetivos de este
trabajo son:

e Evaluar la diversidad y prevalencia de hongos asociados a las EMV en las heridas naturales
delavid.

e Determinar la época de mayor susceptibilidad de las heridas de poda a la infeccién por hon-
gos asociados a las EMV.

4. Ensayos Experimentales

ENSAYO 1: Evaluacion de infecciones naturales por hongos de la madera en vinedos de
La Rioja, Navarra

Material y métodos

Localizacién de las parcelas experimentales:

Este estudio se llevd a cabo en 3 vifiedos experimentales. Dos de ellos se localizaron en parcelas de
Agoncillo y Alfaro, dentro de la Comunidad Auténoma de La Rioja, mientras que otra se localizaba
en Mendavia en la Comunidad Foral de Navarra.
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Las parcelas de Alfaro y Mendavia son vifiedos comerciales integrados dentro de la DOCa Rioja,
mientras que la de Agoncillo es un vifiedo experimental localizado en la Finca Valdegdn, pertene-
ciente al Gobierno de La Rioja.

Toma de muestras:

En noviembre de 2017, durante el periodo de reposo vegetativo, se marcaron dos sarmientos por
cepa en un total de 50 cepas por cada parcela objeto de estudio y se realizé una prepoda manual a
cuatro yemas en estos sarmientos. De esta prepoda se recogieron muestras de cada sarmiento por
encima del corte realizado. Las muestras de aproximadamente 5 cm de los sarmientos podados se
trasladaron inmediatamente al laboratorio para su andlisis.

En febrero de 2018, se realizd una poda a tres yemas de los sarmientos seleccionados previamente,
guardando la parte podada de cada sarmiento para su analisis posterior.

En el mes de mayo de 2018, se realizé una poda definitiva a dos yemas de los sarmientos seleccio-
nados, recogiendo de nuevo la porcidn del extremo superior de los mismos, para analizar posterior-
mente en laboratorio. Este estudio se repitié durante la campafia 2018/19.

Andlisis de las muestras:

Para la evaluacidn de las infecciones producidas en la madera por hongos asociados a EMV, se rea-
lizé un andlisis mediante técnicas tradicionales de aislamiento e incubacidn en medio de cultivo.

Para ello, se realizd la desinfeccidn superficial de las muestras mediante inmersion durante 1 minuto
en una disolucidén al 33,3% de hipoclorito sédico (37gr/L cloro activo), seguida de dos lavados de 1
minuto con agua destilada estéril. Una vez desinfectadas las muestras, se cortaron longitudinal-
mente ala mitad, se tomaron pequefios trozos de madera de la zona xilemdatica mds proxima a la he-
rida de poda, y se sembraron en placas con medio de cultivo Agar Extracto de Malta (MEA) (Conda
Laboratories), suplementado con 0,4 g/L de estreptomicina (MEAS) (Sigma-Aldrich Laboratories).
Las placas se incubaron durante 10-15 dias a 25°C en oscuridad. Las colonias de los hongos objeto
de estudio, se repicaron a placas con medio de cultivo Agar Dextrosa Patata (PDA) (Conda Labora-
tories) para su identificacién. La confirmacién de la identificacién de los hongos se realizé mediante
amplificacion y secuenciacién de la region ITS a partir del ADN del micelio del hongo. La extraccién
de ADN del micelio del hongo se realizd con el kit E.Z.N.A. Plant DNA (Omega Bio-tek, Norcross, GA).

5. Resultados

Los hongos patégenos de la vid aislados durante la campafia 2017/18 fueron Cryptovalsa ampelina
(8%), Cytospora sp. (27%), Diaporthe sp. (37%), E. lata (14%), Seimastoporium vitis (1%) y Pa. chla-
mydospora (3%). Los hongos patdgenos de la vid aislados durante la campaifia 2018/19 fueron Ca.
ampelina (29%), Cytospora sp. (13%), Diaporthe sp. (4%), Diplodia sp. (50%) y Eutypa sp. (4%). Los
porcentajes de infeccidn por cada patégeno variaron dependiendo de la parcela objeto de estudio.

En el vifiedo de Alfaro, se identificé una gran diversidad de hongos asociados a las enfermedades
de la madera. Diaporthe sp. y Diplodia seriata mostraron significativamente mayores porcentajes
de infeccidn en el periodo febrero-mayo, mientras que Cytospora spp., Eutypa lata y Phaeomoniella
chlamydospora presentaron significativamente mayor porcentajes en el periodo noviembre-febrero
(P<0,05) (Figura 46). En 2018/19, no se encontraron infecciones debidas a hongos asociados a las
EMV ni en la muestra inicial ni durante el periodo noviembre-febrero. En ambas campafias, no se
detectaron hongos de la madera en las muestras de prepoda en noviembre.
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Figura 46. Porcentaje de infeccién por hongos de la madera en la parcela de Alfaro en las dos campafas ob-
jeto de estudio. El asterisco indica que existen diferencias significativas en el porcentaje de infeccién de cada
taxén entre los dos periodos de infeccidon (Nov-Feb y Feb-Mayo).

En la parcela de Agoncillo, se detectd una mayor presencia de hongos asociados a estas enfermeda-
des en el segundo periodo de muestreo en la campafia 2017/18. Ademds, la diversidad de especies
fingicas varid entre periodos (Figura 47). En 2018/19, se observé mayor afeccién por hongos aso-
ciados a las EMV durante el periodo febrero-mayo que durante el periodo noviembre-febrero. En
las muestras analizadas en noviembre no se detectd ningin hongo patdgeno en las dos campafias
(Figura 47).
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Figura 47. Porcentaje de infeccion por hongos de la madera en la parcela de Agoncillo en las dos campanas
objeto de estudio. El asterisco indica que existen diferencias significativas en el porcentaje de infecciéon de
cada taxdn entre los dos periodos de infeccién (Nov-Feb y Feb-Mayo).

En la parcela de Mendavia, se detectaron varios hongos de la madera en los dos periodos de infec-
cién en la campaifia 2017/18. Cryptovalsa viticola y C. ampelina mostraron significativamente mayo-
res porcentajes de infeccidn en el periodo febrero-mayo, mientras que Seimatosporium vitis y Eutypa
lata presentaron significativamente mayores porcentajes en el periodo noviembre-febrero (P<0,05)
(Figura 48). En la campafia 2018/19, solo se detectd infeccidén por hongos de la madera (Diplodia se-
riata, Eutypa sp.y Cytospora spp.) en el periodo febrero-mayo. En ambas campaiias, no se detectaron
hongos de la madera en las muestras de prepoda en noviembre.
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Figura 48. Porcentaje de infeccién por hongos de la madera en la parcela de Mendavia en las dos campafas
objeto de estudio. El asterisco indica que existen diferencias significativas en el porcentaje de infeccion de
cada taxén entre los dos periodos de infeccion (Nov-Feb y Feb-Mayo).

6. Conclusiones

o Existe un componente estacional en la capacidad de los hongos de la madera de infectar las
heridas de poda en La Rioja y Navarra, con aislamientos mds frecuentes en primavera (des-
pués de la poda de febrero) que en invierno (después de la prepoda de noviembre).

e Desde un punto de vista fitopatoldgico y bajo las condiciones agroclimdticas en La Rioja y
Navarra, se recomienda adelantar la poda en lo posible para evitar la infeccién por hongos de
la madera.
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