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1).- DEFINICION.

El término enfermedades de madera de vid (grapevine trunk diseases) define un conjunto de
patologias producidas por hongos que afectan a la madera de la vid (tronco, ramas y raices) provocando
en ella diferentes sintomatologias que desencadenan una pérdida de vigor de la planta que provocara la
consecuente pérdida de produccion, llegando en algunos casos incluso a producir su muerte.

Es por ello que este conjunto de patologias también son conocidas como decaimientos de la vid
(grapevine decline).
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REPERCUSION DE LAS ENFERMEDADES DE MADERA DE VID

Las enfermedades de madera de vid son la mayor amenaza a la que tienen que enfrentarse los
viticultores y viveros de vid en todo el mundo por varios motivos:

* Espafia dedica 1,2 millones de hectareas al cultivo de la uva (tercer lugar en extensién detras de cereales
y olivar).

* El sector factura unos 4.800 millones/€ al afio (aproximadamente el 0.7% del PIB).

Il).- Generan graves pérdidas econdmicas ( disminucion del rendimiento de la planta, pérdida de calidad de la uva,
muerte de plantas, gastos de arrancamiento y replantacion, etc.).

* Si asumimos un coste anual por Ha de 600 € en Espafia (1.2 millones de Ha de vifiedo) supone

unas pérdidas anuales de 720 millones de euros

* En Castilla y Ledn (68.250 Ha) supone unas pérdidas anuales de casi 41 millones de euros

IIl).- Total ausencia de métodos de control (antifiingicos y antibacterianos) efectivos.

IV).- Incidencia del problema elevada. En Castillay Ledn se ha pasado de un grado de afectacion del 1.8% en el afio
2001 a un grado de afectacion del 10.5% en el afio 2007 .

V).- El problema no sélo afecta a los viticultores de todo el mundo sino gue es también un grave problema para los

viveros de planta de vid: varios estudios indican que en una elevada proporcion las plantas se infectan en el vivero
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Proyeccion hipotética del grado de afectacion de plantas de vid
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EL DESAFIO DE LAS ENFERMEDADES DE
MADERA DE VID:

¢.COMO ES POSIBLE QUE A PESAR
DE LA GRAVE AMENAZA QUE
SUPONEN NO EXISTA
ACTUALMENTE EN EL MERCADO

UN METODO DE CONTROL
EFECTIVO?

Causa 1).- Nos enfrentamos no a una Unica patologia sino a un conjunto de patologias.

Patologias fungicas

v Enfermedad de Petri: Phaeoacremonium aleophilum y Phaeomoniella chlamydospora.

v” Yesca: Phaeoacremonium aleophilum y Phaeomoniella chlamydospora . Secundariamente Stereum
hirsutum y Fomitiporia mediterranea.

v” Pie negro: Se asocia a distintas especies del género “Cylindrocarpon”, en Espafia principalmente a C.
macrodidymum y C. liriodendri.

v” Sindrome del brazo muerto: Diplodia seriata y D. mutila.
v~ Eutipiosis: Eutypa lata.

v” Excoriosis: Phomopsis viticola.

Patologias bacterianas

v’ Necrosis bacteriana del vifiedo: Xylophilus ampelinus

v Enfermedad de Pierce: Xylella fastidiosa
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Causa 2).- Numerosas
de los patégenos

Infeccion por heridas de poda
(Diplodia sp., Phaeomoniella sp.,
Eutypa sp.)

Dispersion de patdgenos: via aérea
(esporas), aves, insectos, lloro de las
vifias (savia), etc

Infeccion por lesiones producidas por

insectos (Xylotrechus arvicola) u
otros animales

Infeccidn a través de raiz
(Cylindrocarpon sp., Phaeomoniella sp.)

La infeccién de heridas de poda
es la principal via de entrada
para muchos patégenos en
plantas jévenes y adultas
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“Anélisis de la incidencia de enfermedades de
madera en Finca Vega Sicilia y vifiedos de Bodegas Pintia y
busqueda de estrategias de defensa respetuosas con el medio
ambiente”.

_;’ EDTI Centro para el Desarrollo

Tecnolbgico Industrial

“Enfermedades de Madera de Vid en Fase 2: Anélisis de la eficacia de agentes
antifingicos naturales y agentes de biocontrol en vifiedo experimental. BlUsqueda de péptidos
antifngicos frente a hongos de enfermedades de madera de vid”.

Objetivol).- Seleccion de antifingicos naturales para su
aplicacion en heridas de poda a fin de evitar la infeccion por
esta via

Antifingicos
naturales

Propoleo
PR

Limén

FGA

Seleccidn de 26 compuestos/extractos con capacidad antifingica
N —
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Etapa 1. Ensayos in vitro de la capacidad antiflingica de diferentes
sustancias/extractos frente a hongos causantes del decaimiento de la vid

Control (0) 20% (viv) Control(0) 20% (viv) Control (0) 20% (viv) Gontrol (0) 20% (v/v)
s =S s X ; C < D¢ ’

A, D. seriata; B, B. dothidea; C, Cylindrocarpon; D, P. chlamydospora;
E, P. aleophilum; F, E. lata; G, P. viticola.

D. seriata B.dothidea Cylindrocarpon » P chiamydespora

o M
b 15
2
|
10;
» 10
_ wl - . [ I 5 -

Seleccion de 5 compuestos/extractos que mostraron una alta

s w8 8

Diametro crecimiento (mm)

Diametro crecimiento (mm)

Etapa 2. Ensayos en material vegetal muerto (trozos de sarmientos de vid esterilizados)
de la capacidad antiftingica de las sustancias/extractos preseleccionados

ENFERMEDADES DE MADERA EN EL VINEDO 6



Jornada Técnica WINETech Plus

p@

,J}% ;‘E" r/‘%..— i[!ﬁ'

ncsbeclias

Antifangico

FER

k|

1
./

para ensayos in vivo

Tabla 1).- Porcentaje de inhibicién de los compuestos/extractos ensayados como antifiingicos
frente a varios hongos responsables de enfermedades de madera de vid en ensayos con
sarmientos de vid (material vegetal muerto). Se resaltan en amarillo los antiftingicos seleccionados

Antif. 1 Antif. 3 Antif. 11 Antif. 13 Antif. 20
N\ TN\ LN
D. seriata 92.0% /100%\ 86.5% 1009 100%
P. chlamydospora 100% 100% 94.0% I 100% \ 100%
C. macrodidymum 33.0% 100% 85.3% \ 95.5 / 100%
E. lata 78.5% &oo%/ 50.0% 100%, 95.0%

Etapa 3. Ensayos en material

vegetal vivo: plantas de vid

crecidas en vifiedo
experimental.

A

|Lme 1.- Infected plants: D. seriata and P. chiamydospora applied on pruning wounds

|L‘|ne 2 .- Chitesan oligosaccharide (25 mg/mL)

Line 3~ Gerlc extract (10%)

[Line 4~ vanilin (5 mgimL)

|Line 5.- Chitosan oligosaccharide (25 mg/mL)-garlic extract (10%)-vanillin (5 mg/mL) (CGV2 mix)

|Lme 6.- Chitosan oligosaccharide and p

D. seriata and P.

spora applied on pruning wounds

|Lme7 - Garlic exfract and pathogens D. serfafa and P. chlamydospora applied on pruning wounds

|Lme 8.- Vanilin and pathogens D. serjata and P. chiamydospora applied on pruning wounds

|Lme 9.- CGV Mix and pathogens D. serfata and P. chlamydospora applied on pruning wounds

Aprl, 2008 (EV1) / April, 2011 (EVZ)
expenmema\ vmeyards pﬂammg

—

December, 2008 (EV1) / December, 2011
(EV2): pruning and pathogen application on
pruning wounds (24 h after pruning)

h 4

December, 2010 (EV1)/ December, 2012

(EV2): pruning and pathogen applicaion on
priuning wounds {24 h after pruning) _

4

June, 2010 (EV1)/ June 2012 (EV2):
collection of growth data andleaves for
assays

assays

June, 2011 (EV1)/ June, 2013 (EV2). laking
callection of growth data and leaves for

July-august, 2011 (EV1) / July-august, 2013
(EV2): water stress induced (morfality data
acquired)

\ 4

September, 2011 (EV1) / September, 2013
(EV2): plants removed from soi. Isolation of
pathogenic fungi from wood
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Lipid peroxidation
(mmol MDA/mg of protein)

Catalase activity
{(umol/min x mg of protein)

3 5 6
Experimental vineyard lines

£

E

=

H

i

3 4 5 6 7
Experimental vineyard lines
Table 3.- Percentage of various fungal pathogens isolated from plants of the experimental vineyards. A description of every line is showed in Fig. 1.
Phytopathogenic fungi isolated from trunks (wood samples taken 10-30 mm below the inoculation point) (%)
Health status of plants . y . Control
prior to planting? Linet Line2 Line3 Lined Line 5 Line 6 Line 7 Line8  Line & Line 10
Bolryosphaeria dothidea 0 1.57 029 0 0 0 0 '] 0 0 014
Cadophora lufeo-olivacea 157 1.00 0 057 029 0 029 0 0 043 057
Cylindrocarpon olidum 0 0 0 0 014 0.14 0 0 0 0 0
Cryplovalsa ampelina 014 0.29 ] 0 0 0 0 0.14 0
o o o o o [(ow o w o] o
I macrodidyma a 0 0 0 0 0 029 0 0 0
P aleophylum 0 0 0 0 0 0 0 043 0 0
P chlamydospora 1.14 1 0 0 0% (i@ 0 Wi 0] o
Proniopss @ 0 114 0 029 0 0.14 0 0 0 0 0
* Total number of xylem (wood) segments (2 stubs per plant, 7 wood segments per stub, and 25 grapevine p yzed per line) that were infe fungi a

percentage respect lo the total number of segments analyzed per line.

b Dllacm-spnndna of to the average of 2 baiches of 25 plants analyzed al February 2008 and February 2011 prior to planting experimental vineyards. Two stubs per plant were | |
analyzed comesponding 1o a region 10-30 mm below the ocation of the buds)

osvz mix applied: chitosan ligosaccharide (25 mg/mL)-garic extract (10%)-vanilin (5 mg/mL}
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RESULTADOS MAS SIGNIFICATIVOS DEL ANALISIS DEL VINEDO EXPERIMENTAL TRATADO CON
ANTIFUNGICOS NATURALES

1).- Las plantas infectadas con patdgenos presentan niveles mas altos de peroxidacion lipidica y
actividad catalasa (estrés oxidativo) que se revierten en plantas tratadas con los antifiingicos.

2).- La frecuencia de aislamiento de D. seriata y P. chlamydospora en plantas infectadas y tratadas
con los antifingicos naturales es significativamente menor gue en las plantas infectadas a través
de herida de poda, lo que sugiere una buena eficacia de los tratamientos aplicados

3).- La aplicacién de los hongos D. seriata y P. chlamydospora en herida produjo un indice de
mortalidad del 56% (L1), mientras que el indice de mortalidad se redujo considerablemente cuando
previamente a la infeccidn se aplicaron sobre las heridas de poda los antiflingicos quitosan (16 %
de mortalidad), extracto de ajo (12%), vainillina (20%) o la mezcla de los tres (0%).

CONCLUSION: la_aplicacién de forma individual de los
antifingicos seleccionados, pero especialmente conjunta,
tiene un claro efecto protector sobre la infeccién de hongos
fitopatégenos a través de heridas de poda.
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El manejo integrado de las enfermedades de la madera de la vid

* Punto 2: Actuaciones en viveros de vid

Aumento de la
tasa de infeccion
por hongos
patégenos

1k Centro para el Desarrollo
H' Tecnolégico Industrial

Viveros Villanueva

v Objetivo 1: Aislamiento y caracterizacion de agentes de biocontrol especificos para combatir la
infeccion de plantas de vid en vivero por el hongo fitopatégeno llyonectria sp. (“Cylindrocarpon” sp.)

2).- BCAs con capacidad para inhibir el
desarrollo y colonizacién de llyonectria sp. del

aparato radicular

3).- BCAs con capacidad para establecerse y
colonizar el aparato radicular de la planta de
vid

ENFERMEDADES DE MADERA EN EL VINEDO

02/07/2014

10



Jornada Técnica WINETech Plus

-- Objetivo 1. Aislamiento y caracterizacion de agentes de biocontrol bacterianos contra hongos de
enfermedades de madera de vid (preferentemente Cylindrocarpon sp., y Phaeomoniella chlamydospora)
para combatir la infeccién de plantas de vid en vivero a través de raiz.

Tarea 1.1).- Aislamiento (rizosfera y microorganismos endofiticos), seleccion e identificacion de estreptomicetos que
acttien como BCAs especificos contra hongos responsables de enfermedades de madera (ensayos en placa).

A).- Aislamiento de estreptomicetos gue actlien como BCAs contra hongos causantes de enfermedades de madera.
Se han realizado dos tipos de aislamiento:

1).- Aislamiento de bacterias endofiticas aisladas a partir del interior de raices de 2 plantas de 9 meses recogida en diciembre de 2012
en Viveros Villanueva.

e  Elmétodo de Taechowisan et al., 2003.
e  Elmétodo de Lietal., 2012.

Las bacterias endofiticas se aislaron en 4 medios de cultivo diferentes: medio DPA (10 aislados; D1-D10), medio AC (21 aislados; Al-
A21), medio ISP2 (18 aislados; 11-118) y medio SAA (3 aislados; S1-S3).

Las bacterias se diferenciaron inicialmente en base a criterios fenotipicos facilmente observables (color de la colonia, formacién o no de
micelio aéreo, produccién de pigmentos, etc). Utilizando esta metodologia se aislaron un total de 52 aislados que parecian diferentes.

2).- Aislamiento de bacterias rizosféricas aisladas a partir de la rizosfera (tierra en contacto con las raices) de 4 plantas de 9 meses
recogida en diciembre de 2012 en Viveros Villanueva (medio AC).

Se han obtenido un total de 52 aislados endofiticos y 94 aislados rizosféricos

Tarea 1.1).- Aislamiento (rizosfera y microorganismos endofiticos), seleccion e identificacion de bacterias que actien

como BCAs especificos contra hongos responsables de enfermedades de madera (ensayos en placa).

B).- Seleccion de bacterias endofiticas y rizosféricas por
su_capacidad para_inhibir el crecimiento de los hongos
fitopatégenos _ D. seriata e |. macrodidyma (C.
macrodidymum).

Seleccién mediante la técnica de inhibicion de
crecimiento radial en placas de medio PDA en las que se
sembraron en su centro los hongos fitopatégenos (Figura 1):

Figura 1).- &ntagonismo de cepas de estreptomicetos endofiticos y rizosféricos
frente a los hongos fitopatdgeno D.seriota (A) e fhorectria macrodidyma
(CSylindrocarpon macrodidymum) (B) determinado por la técnica del bicensayo (o
inhibicion de credmiento radial). Obsérvese en los clones sefialados por una
flechalainhibicién del crecimiento sobrelos hongos fitopat 6genos.

Aislados activos
frente a D. seriata
(%)

Aislados activos frente a /.

5 Clones preseleccionados para anlisis posteriores
macrodidyma (%) P! P: P

P2E/I1, P2E/I5, P2E/A12, P2E/A18 y P3E/S1 (clones activos
frente a ambos patégenos)

Bacterias endofiticas 9 de 94 (9.6%) 5 de 94 (5.3%)

P2s-3, P2s-10, P1s-18, P3s-21 y P4s-10 (clones con mayor

Bacterias rizosféricas 29 de 92 (31.5%) 13 de 92 (14.1%) S Teiee | il e
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Tarea 1.2).- Seleccion de los BCAs para controlar el desarrollo de hongos fitopatégenos en material vegetal esterilizado

- =1

Figura 7).- Ensayo realizado con material vegetal esterilizado (frozos
de 1 de vid) para la i ifungica de
BCAs o antifingicos i in vitro.

Frecuencias (%) de aislamiento de D. seriata | Grado de inhibicién (%) del desarrollo de D. seriata

Clon q A
en astillas de sarmientos frente al control.

Control positivo de D. seriata

Control negativo sin D. seriata

P2E/11 (Clon E1)
P2E/I5 (Clon E2)

P2E/A12 (Clon E3)
. P2E/A18 (Clon E4)
P3E/S1 (Clon E5)
P2s-3 (Clon R1)
P2s-10 (Clon R2)
P1s-18 (Clon R3)
P3s-21 (Clon R4)
P4s-10 (Clon R5)

Tarea 1.3).- Andlisis de la capacidad de los BCAs seleccionados para frenar el desarrollo de hongos de madera de vid en
estaquillas de vid sometidas a enraizamiento en tierra (establecimiento de vivero experimental)

v Establecimiento de vivero experimental (1000 plantas portainjertos Rister 110 (Bravosol) injertadas con Tempranillo blanco.

v’ Metodologia:

1).- Aplicacién de bacterias (clones R1 a R5 y E1 a E5; a plantas injertadas (22 de mayo de 2013). Se realizé por duplicado sobre 1 lote
control de 50 plantas y 10 lotes de 45 plantas tratadas con 10 i leccionad

- 11).- Los lotes de plantas se introdujeron en cubos cuyo fondo contenia solucién de hormona de enraizamiento (preparada por .
Viveros Villanueva) mas las bacterias aisladas (cultivos de 50 ml en caldo extracto de malta) dir sobre la solucién de
hormona de enraizamiento (Figura 2).

111).- Las plantas se mantuvieron en la solucién de hormona
conteniendo las bacterias durante 48 horas
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IV).- Transcurrido este tiempo las plantas se parafinaron y se pusieron en campo (Figura 3).

1

Figura 3).- Establedmiento de un vivero experimental para
comprobar el efecto de bacterias endofiticas y rizosféricas sobre el
desarrollo de plantas injertadas de vid y su infecddn por hongos
fitopatdgenos através del aparatoradicular

V).- Desarrollo de plantas en campo.

VI).- Recogida de datos en campo (30 de julio de 2013). Medida de longitud total de las plantas y longitud del séptimo entrenudo.
Ademads se tomaron datos de mortalidad de cada lote de plantas.

VIl).- En noviembre-diciembre de 2013 se procedi6 al arrancamiento de las plantas para determinar peso total del aparato radicular,
diametro de las 5-6 raices principales y se procedera al aisl y cuantificacion de patégenos en el punto de insercion de raiz.

ENFERMEDADES DE MADERA EN EL VINEDO 13



Jornada Técnica WINETech Plus

Longhudtotal dela planta (om )

Long d del 7 *entenudo (em )

~

-

-

Figura 4).- Datos de la media de itud total y
injertadas y las con i

OBSERVADAS NO SON SIGNIFICATIVAS

C El E2 E} Ed E R R R R RS
Figura 5).- Datos de mortalidad en porcertaje de
las plantas injertadas y tratadas con
estreptomicetos endofiticos (E) o rizosféricos (R).

del sépti de plantas
(E) o rizosféricos (R). LAS DIFERENCIAS

oL Gl vl Bl g

necréticas en portainjertos

Longitud media (cm) d

c E1 E2 E3 E4 E5 Rl R2 R3 R4 RS
Figura 7).- Longitud media de las lesiones necrdticas
observadas en portainjertos de las plantas injertadas y
tratadas con estreptomicetos endofiticos (E) o rizosféricos

(R).
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Figura 8).- (A).- Numero total de astillas contaminadas con hongos y nimero de hongos patégenos aislados del
total de 25 plantas analizadas por lote. (B).- Porcentaje de hongos patégenos respecto del total de hongos aislados.

El manejo integrado de las enfermedades de la madera de la vid

* Punto 3: Tratamiento de plantas adultas enfermas
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Desarrollo de tecnologias para hacer llegar
tratamientos al interior de las plantas
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