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RESUMEN

La necrosis bacteriana de la vid, causada poratielia de cuarentengylophilus
ampelinus es una enfermedad de dificil control quimico ye cha causado en Esparfia
importantes pérdidas econdmicas. Actualmente, déneica en distintas zonas de Aragon y

Galicia y se han identificado focos aislados emRiga.

Ante la carencia de métodos sensibles y espegiflecdeteccion de esta bacteria que
se puedan utilizar para el analisis rutinario, a@testo a punto un método de extraccion y un
protocolo de deteccién seroldgica ¥e ampelinus El método de extraccién se basa en el
lavado interno a presion de los sarmientos a aralid protocolo de deteccion se basa en la
técnica ELISA-DASI, utilizando anticuerpos monod@tas especificos. Ambos hacen posible
la deteccion de esta bacteria de cuarentena emiahategetal durante cualquier época del
afo. También se ha puesto a punto la detecciénamedinmunoimpresion en membrana de
nitrocelulosa, que puede ser utilizada para ddiaceapida o para confirmacion de

sintomatologias dudosas.

Se ha realizado una prospecciéon en las denomirexcide origen Campo de Borja y
Somontano, utilizando el lavado interno de los samtos y la técnica ELISA-DASI. Se
detectd la bacteria en el 4'7% y 0'9% de los sartmseanalizados, siendo la primera vez que
mediante dicha técnica se detecta la enfermedadrementos asintomaticos y en la zona de
Somontano. En la prospeccion se observé una distéb irregular deX. ampelinusen las
cepas analizadas. La distribucion de la bacterigagrplantas de una parcela naturalmente

infectada fue al azar.

Se realiz6 un estudio de sensibilidad a la necrbsigteriana en plantas de 19
variedades espafiolas injertadas en los patronessRigpde Lot, R-110 y 41-B. Se observo
que el primer patron conferia mayor sensibilidddsavariedades injertadas y que todas las
variedades ensayadas se mostraron sensiblés ampelinus Entre ellas, las variedades
Merseguera, Palomino, Airén, Bobal, Juan Ibafezrgn€ro se comportaron como muy

sensibles y Mazuela, Tinto basto y Garnacha petuakraron baja sensibilidad.



SUMMARY



SUMMARY

Bacterial necrosis of grapevine is caused by tharaqiine bacteriunXylophilus
ampelinus This disease is of difficult chemical control arsdresponsible for important
economic losses in Spain. Nowadays it is endeminany areas in Aragon and Galicia, and

isolated outbreaks have been identified in La Rioja

As no sensitive specific detection methods to nseutine analysis are available to
detect this bacterium, an extraction method andodopol for serological detection of.
ampelinushave been set up. The extraction method is basethternal washing of the
analysed shoots. The detection protocol is baseHLdBA-DASI using specific monoclonal
antibodies. Both make the detection of this bagberin plant material feasible at any time
during the year. The detection by immunoprintinquittocellulose membranes has also been

developed and can be used for rapid detectionrardiefirmation of doubtful symptoms.

A survey in thedenominaciones de origgbampo de Borja and Somontano has been
carried out, using the method of internal washimgl ahe ELISA-DASI technique. The
bacterium was detected in 4.7% and 0.9% of theysedlshoots. This is the first time that
this disease has been detected by using this tpehnn asymptomatic shoots and in the
Somontano area. In the survey an irregular digiobuof the bacterium was observed inside
the analysed plants. The distribution of infectdants in a plot naturally infected was at

random.

A study of the susceptibility to bacterial necrosias carried out using 19 Spanish
cultivars graffed on the rootstocks Rupestris of, 3110 and 41-B. It was observed that the
first one conferred higher sensitivity to the gedficultivars and that all the assayed cultivars
were sensitive toX. ampelinus Among them, the cultivars Merseguera, Palominwgmi
Bobal, Juan Ibafiez and Granegro were proved teebesensitive and Mazuela, Tinto basto

and Garnacha peluda showed low sensitivity.
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SIGLAS Y ABREVIATURAS MAS UTILIZADAS

AFT: agua fisioldgica tamponada.

AMC: anticuerpos monoclonales.

BSA: albumina de suero bovino.

d.o.: densidad 6ptica.

d.o.n.: densidad éptica del testigo negativo.

d.o.c.: densidad Optica de célculo.

DIECA: dietilditiocarbamato sodico.

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay.

ELISA-DAS: ELISA-doblesandwichde anticuerpos.
ELISA-DAS-b/sa: ELISA-DAS sistema biotina/estregtalina.
ELISA-DASI: ELISA-doblesandwichde anticuerpos indirecto.
ELISA-DASI-b/sa: ELISA-DASI sistema biotina/estreptidina.
ELISA-I: ELISA indirecto.

ELISA-I-b/sa: ELISA indirecto sistema biotina/egtteavidina.
GAM-AP: anticuerpos de cabra anti-raton marcadosfasfatasa alcalina.
GAM-b: anticuerpos de cabra anti-raton marcadosbiotmna.
IF: inmunofluorescencia.

IVIA: Instituto Valenciano de Investigaciones Ages.

LPGA: extracto de levadura, peptona, glucosa y.agar

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

PVP: polivinilpirrolidona.

TC: tampon carbonato.

ufc: unidades formadoras de colonias.
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INTRODUCCION

[.1. HISTORIA DE LA ENFERMEDAD

La necrosis bacteriana de la vid es una enfermedadina larga historia, ya que era
conocida en Italia desde el siglo pasado, probaméendesde 1854 (Panagopoulos, 1969). En
1879, Garovaglio y Cattaneo describieron por praneez los sintomas observados y la
denominaron "mal nero", en clara referencia al espeue adquieren los sarmientos
enfermos. Posteriormente, se describieron enferdesdde la vid muy similares en distintos
paises de Europa meridional y Sudafrica. Las «fiafo de estas enfermedades eran
desconocidas, por lo que se las nombro de forneedife en cada pais, incluso en cada
region. En Francia, Unico pais en el que la enfdatidna sido estudiada en algunos aspectos,
la observacion de sintomas en vides de la islal@@@origind la denominaciéon de "maladie
d'Oléron", mientras que en la region de Maury forocida como "carbou" y, finalmente, se
intentd unificar el nombre, denominandola "nécrbaetérienne de la vigne" (Pruniet al.,
1970). En Grecia era conocida como "tsilik marasit,Sudéafrica como "bacterial blight" y
"vlamsiekte", como "gota" en Madeira (Portugal)oyno "mal negro” en Portugal continental
(Ridéet al, 1983).

Durante mas de 90 afios, se especulo6 sobre lagitiade la enfermedad. Se implic a
alteraciones fisiolégicas, organismos coflmomopsis viticolaLopez et al, 1978; Shear,
1911 y Goidanich, 1937, citados por Grasso, 19y 3acterias comdacillus vitivorusy
Erwinia vitivora (Helliot, 1930 y Du Plessis, 1940, citados pordaraset al, 1974), pero no
se pudo confirmar mediante inoculaciones artifegala patogenicidad de los cultivos
bacterianos aislados del material enfermo. Sin egobaen 1969, Panagopoulos aislé e
identifico el agente causal de la enfermedad codiaocomo "tsilik marasi”, clasificandolo
como perteneciente a una nueva especie bactergrggigeroXanthomonasque denominé
Xanthomonas ampelinda lentitud de su crecimiento en medio de culi@@ 12 dias), y la
abundante flora saprofita de rapido crecimientoapegnpana a las vides con sintomas de esta
enfermedad, pueden justificar el tiempo, casi whosique se tarddé en conocer el agente

causante de la enfermedad objeto de esta Teswrdogbalet, 1977).



En los afos siguientes, se logro aislar la bacmi otros paises, demostrandose asi
gue las enfermedades descritas en Francia (Prenir, 1970), Sudéafrica (Matthest al,

1970) e Italia (Grasset al, 1979) tenian el mismo agente causal.

La deteccion deX. ampelinaen Espafia data de septiembre de 1978 (Lépex,
1978; Lopezet al, 1980), denominandose la enfermedad como "nectusiteriana de la

vid".

Estudios recientes sobre la posicion taxondmicaXdexmpelinahan aconsejado
transferirla a un nuevo género (Willerasal, 1987b), adoptando el nombre Xglophilus

ampelinugPanagopoulos) Willemst al

La necrosis bacteriana de la vid, a pesar derga lastoria, esta poco estudiada y se
disponen de escasos datos sobre su distribucidderejplogia, caracteristicas bacterianas,
sensibilidad de las variedades de vid, etc. La mpade de los datos bibliograficos existentes

proceden de Francia y Espafia, y, en menor medidarekia.

[.2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Existe actualmente cierta confusion sobre la idistion real de la bacteria en el
mundo. A los cinco paises donde la deteccioX.dempelinusesta plenamente documentada
(Grecia, Francia, ltalia, Espafia y Sudafrica),eseha afiadido Portugal y Turquia, en listas
confeccionadas por Panagopoulos (1987) y EPPO/CERI2), aunque no se han encontrado
citas bibliograficas que confirmen el aislamientadentificacion de la bacteria en dichos
paises. Las listas citadas anteriormente coino@tesefalar a Bulgaria, Suiza, Yugoslavia,
Tanez y Argentina como paises donde en alguna @tase han observado sintomas
atribuibles aErwinia vitivora, pero en los que hasta la fecha no ha sido aisladentificada

X. ampelinus

En 1970, en el laboratorio de Bacteriologia de@e{Portugal) no se pudo demostrar
gue las dos enfermedades de la vid "desnaca" w",gdescritas en el Algarve y Madeira



respectivamente, estuvieran causadas Xmrthomonas ampelingOliveira, 1970). No ha
habido citas posteriores que confirmen la ideradién de la bacteria en Portugal.

La distribucion deXylophilus ampelinusio esta bien documentada en la mayoria de
los paises. La enfermedad estd en expansion enosush ellos y los datos existentes,
excepto los de Francia, no son recientes.

En 1983, en Grecia la enfermedad estaba ampliandésttibuida en Creta y se habian
detectado focos en las islas de Kos, Lesvos y Zh&gnasi como en las comarcas de Achia e
llia del Peloponeso (Panagopoulos, 1983).

En Francia, como se dijo anteriormente, la enfdadees conocida desde el siglo
pasado en la Isla de Oléron, en el Aude y Pirifi@osntales (Héritier, 1983). Se disperso por
los departamentos franceses de Languedoc, Prowosta- Azul, Rhéne Alpes, Poitou-
Charentes, Pais de Loire y Aquitania, favorecida pas condiciones climaticas de
determinados afios (1969, 1975-1980, 1981-1983 8-1994), por los cambios varietales
realizados en algunas zonas y por la adopcion @wasupracticas culturales, como la
introduccién de la vendimia mecanica y la utilizecide productos anti-mildiu distintos al
cobre (Ridé, 1996). La enfermedad est4, por latat expansion y ampliamente distribuida
en las mas importantes &reas vitivinicolas frarecesa

En Sudéfrica, en 1970, la enfermedad estaba énotks las areas mas importantes
del cultivo de la vid, con especial incidencia as konas de regadio de Worcester y Paarl
(Matheeet al, 1970).

En Italia, la enfermedad ha sido detectada erofea zle Monterosso (Catania) en
Sicilia (Calzolari, 1983) y en llbono (Nuoro) enr@efia (Fioriet al,, 1996).

1.3. DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA ENFERMEDAD EN ES PANA

En Espafa, durante el periodo comprendido entr® ¥91981 se observaron graves
sintomas de necrosis bacteriana en vifiedos araggretiados preferentemente en zonas de
cultivo con una altitud superior a los 500 m, go&ialmente, fueron atribuidos a ataques de

excoriosis 0 a otras causas, pero en los que ferdbnse aislX. ampelinuscomo agente



causal (Lopezt al, 1978). Posteriormente se localizaron otros farosa Rioja, Navarra y
Galicia (Sampayoet al, 1981). En los afios siguientes, los sintomas idigmaron
paulatinamente, llegando a pasar la enfermedadtigaaente desapercibida. No se
encuentran, en la bibliografia, mas datos postsigue aquéllos que hacen referencia a la
situacion tras los primeros afos de la detecciénagla zona (Sampawt al, 1981; Lopez,
1983; Gémez y Lbépez, 1986; Graeiaal, 1988).

Se estimé que en la provincia de Zaragoza estabectadas unas 10.500 ha,
localizadas en las tres denominaciones de origéa pi@vincia, Carifiena, Campo de Borja y
Calatayud. Entre 1978 y 1980 se arrancaron apralamante 500 ha de vifiedos muy
afectados, al considerarlos improductivos a caeséa thecrosis bacteriana. La enfermedad
esta considerada endémica en esta provincia, awgeqdesconoce la fecha o el origen de su

introduccion.

En la denominacién de origen de Somontano (Hudgaca¥olo hay constancia de la
deteccion deX. ampelinusen una muestra procedente de Salas Altas (Hueaca®83. En

Teruel, se localizd un foco en 1985.

En la denominacion de origen Rioja, la bacteredetectada en Manjarrés en 1979,
localizandose en 1980 unas 50 ha de Garnacha ybdaedectadas, distribuidas en unos 12
focos en las dos denominaciones de origen La Ritimy La Rioja Baja. En Navarra, se
conoce la existencia de pequefios focos de la eafladn(Sampayet al, 1981; Graciat al,
1988).

En Galicia, en cambioX. ampelinusesta ampliamente difundida. Se identific6 por
primera vez dicha bacteria en 1980, en muestrasegemtes de diversas zonas de la
denominacion de origen de Ribeiro (Orense) y er3188 viiedos de Pontevedra. Afecta

fundamentalmente a la variedad Alicante (Garnaicharéra) (Gémez y Lopez, 1986).

La bacteria no esta detectada en ninguna otra denafiedo de Espafia, a pesar de
haberse realizado numerosos analisis en vides itwonmss sospechosos, procedentes de
distintas zonas. Bradbury (1973) citaba Canariasocana zona donde se habian observado

posibles sintomas de la necrosis bacteriana dedlacita que se ha repetido en alguna



publicacion posterior (Panagopoulos, 1987; Willexnal, 1987b; Fioriet al, 1996), pero no

hay referencias en Espafia que confirmen esta iafiém.

l.4. POSICION TAXONOMICA

El patdgeno causante de la necrosis bacterianda ded fue clasificado como
perteneciente al génerdanthomonasya que es un organismo aerébico que no forma
endosporas, Gram negativo, que posee un flagekr,pofoduce un pigmento amarillo y
metaboliza los hidratos de carbono oxidativamesite embargo, presenta algunas diferencias
fisioldgicas y bioquimicas fundamentales con refgpec otras especies déanthomonas
como la aptitud para utilizar L-arabinosa y galaatasu habilidad para usar el acido tartarico
como fuente de carbono y, sobre todo, su fuerigidat ureasa en el medio de Christensen
qgue sitian a la bacteria al margen del grupo mumdggéneo de lasKanthomonas
fitopatdogenas (Panagopoulos, 1969; Prumieral, 1970; Bradbury, 1973). Panagopoulos
(1969) considerd que era una especie atipicdamiehomonaso descrita anteriormente, por

lo que la denomin&. ampelinasp.nov.

Willemset al. (1987 a y b) bordaron el estudio taxonomicadampelina utilizando
106 pruebas enzimaticas diferentes (sistema ARBlisass por electroforesis de proteinas
celulares y su composicion e hibridaciones ADN-APADN-rARN con una coleccion de 34
aislados deX. ampelinaprocedentes de Francia, Espafia, Grecia y Sudafiésaresultados
obtenidos, comparando los distintos aislados etidemostraron que forma una especie muy
homogénea. Sin embargo, las relaciones genéricasipyagenéricas determinadas por
hibridaciones ADN-rARN situaron 4. ampelinaen una subrama de rARN (superfamilia Ill),
no relacionada con el géneXanthomonasGenéricamente, sus relaciones mas proximas son,
entre otras, coPseudomonas acidovorgmslcaligenes paradoxug Comamonas terrigena
Estos estudios aconsejaron crear un nuevo géneromileado Xylophilusy transferir a
Xanthomonas ampelin@omo una Gnica especie, con el nombreXg®philus ampelinds
considerando como aislado tipo el NCPPB 22(National Collection of Plant Pathogenic

Bacteria. Hatching Green, England).

! Del griego:EuAov, maderapiAos, amigo;auTEAIVOS, de vid.



|.5. CARACTERIZACION DE X. ampelinus

[.5.1. Caracteres morfoldgicos, bioquimicos y fislogicos

X. ampelinuses una bacteria Gram negativa de 0'5-0'8 x 1'¢+3t# formadora de
endosporas, movil con un flagelo polar, oxidasaatieg, catalasa positiva, que utiliza
lentamente la glucosa en aerobiosis en el medidHagh Leifson (1953), pero no en
anaerobiosis. La temperatura maxima de crecimiestde 30° C y la minima de 6° C. La
tolerancia al CINa es baja (1%), tiene una actilidaeasa muy fuerte y rapida, siendo
negativa la hidrélisis de la aesculina y positi@adaccion de hipersensibilidad en tabaco. En
la tabla .1 se resumen los caracteres bioquimidisioldgicos de esta especie citados por
distintos autores, mostrando una gran homogeneaigatbdas las cepas dé ampelinus
(Panagopoulos, 1969; Prunier al, 1970; Bradbury, 1973; Erasmas al, 1974; Grasset
al., 1979; Lope=t al, 1980; Ridéet al, 1983; OEPP, 1984; Panagopoulos, 1987; Willems

al., 1987b). La especie puede ser considerada biocaiyfisiolégicamente homogénea.

Las colonias d&. ampelinusatendiendo a los caracteres que presentan eremutr
Agar (NA) (Panagopoulos, 1969) y en extracto deadieva-peptona-glucosa-agar (LPGA)
(Ridé et al, 1983), muestran un crecimiento muy lento en mddigultivo. En NA, a 26° C,
las colonias son redondas, enteras, brillantegjsltreidas, de color amarillo-palido,
alcanzando un didmetro de 0'2-0'3 mm en seis dies0/4-0'6 en ocho a diez dias. Después
de 15 dias de incubacién, pueden alcanzar 1 mmiateetto (Panagopoulos, 1969). En
LPGA, las colonias estan ligeramente pigmentadaanhillo, apareciendo entre los cinco y
diez dias posteriores a la siembra. Alcanzan umeti® de 1'5-2 mm de didmetro al cabo de
cuatro dias de incubacion a 25° C, adquiriendooluegcolor amarillo mas oscuro (Rigé
al., 1983). Se observa variabilidad en la pigmentaciéreste medio al cabo de seis a diez
dias, ya que muchas cepas, especialmente lasgge onediterraneo o surafricano, pigmentan

el medio de marrén oscuro y suelen tener activitlasinasa.



Tabla I.1.- Caracteristicas fisioldgicas y bioquias deXylophilus ampelinus

Reaccion Sustrato Resultado
Produccion de &cido a partir de: D-arabinosa negati
L-arabinosa positivo
D-galactosa positivo
D-xilosa negativo
D-ribosa negativo
L-ramnosa negativo
D-glucosa negativo
D-manosa negativo
D-fructosa negativo
Sucrosa negativo
Trealosa negativo
Celobiosa negativo
Lactosa negativo
Maltosa negativo
D-melibiosa negativo
Rafinosa negativo
Glicogeno negativo
Inulina negativo
Dextrina negativo
Adonitol negativo
Dulcitol negativo
D-manitol negativo
D-sorbitol negativo
L-sorbosa negativo
Salicin negativo
o-metil-D-glucoésido negativo
Arbutina negativo
Mesoinositol negativo
Utilizacién de acidos orgénicos: A. acético positiv
A. critico positivo
A. mélico positivo
A. propiénico negativo
A. succinico positivo
A. oxalico negativo
A. tartarico positivo
A. fumarico positivo
A. férmico negativo
A. maldnico negativo
A. maleico negativo
A. gluconico negativo
A. benzoico negativo
Utilizacién de hidrolisis de: L-alanina positivo
A. glutdmico positivo
Tirosina positivo
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Tabla I.1.- (Continuacion)

Reaccion Sustrato Resultado
Utilizacion de hidrdlisis de: Asparagina positivo
Litmus milk negativo
Urea positivo
Aesculina negativo
Almidon negativo
Caseina negativo
Gelatina negativo
Arginina negativo
Ornitina negativo
Lisina negativo
Arbutina negativo
Hipurato sédico negativo
Tween 80 positivo
Reduccion de nitritos a nitratos: negativo
Produccion de Nk Peptona negativo
Produccion de indol: Triptéfano negativo
Produccion de Shi Cisteina positivo
Peptona negativo
Tiosulfato positivo
Produccion de enzimas pectoliticos: Patata negativo

1.5.2. Serologia

Los estudios sobre las caracteristicas serologieXs ampelinugueron abordados en

varios paises por distintos autores. En Francidq&ial, 1977b), Sudafrica (Erasmasal,

1974), Espafia (Cambret al, 1982) e lItalia (Fioriet al, 1996) se prepararon varios

anticuerpos policlonales o antisueros para seizadibs en deteccién. Rid#t al. (1977b)

utilizaron antisueros en inmunofluorescencia indage observando reaccion con todas las
cepas francesas analizadas. Erasetual. (1974) utilizaron la prueba de aglutinacion de
Wasserman, la hemaglutinacion en placa y la inmifusidn doble de Ouchterlony,
observando también homogeneidad en los resultaoi@nidos con las cepas surafricanas.
Cambraet al. (1982) y Fioriet al. (1996) utilizaron respectivamente las técnica BLIS
indirecto y ELISA-DAS con distintos antisueros dambién reaccionaron con todas las cepas

de X. ampelinugensayadas.
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Finalmente, Gorrigt al. (1989) obtuvieron seis anticuerpos monoclonalps@ficos
de X. ampelinusque analizaron en ELISA frente a una colecciérb8ecepas de distintos
origenes. Observaron que con la mezcla de tresuanpios, que denominaron 5C, 7F y 8C,
resultaba posible detectar todas las cepas anadizdd dicha especie. Esta mezcla de
anticuerpos monoclonales fue utilizada en todoslmsayos de deteccion reflejados en esta

Memoria.

Los resultados obtenidos con anticuerpos politésng con monoclonales muestran

una elevada homogeneidad seroldgica de las cepasatepelinugie distintos paises.

|.5.3. Caracterizaciéon molecular

El Unico estudio publicado sobre la caracterizaclecular deX. ampelinuses el de
Willemset al. (1987 a y b), que analizé el contenido en G +dbservo que oscilaba entre 68
y 69 (mol%) para todas las cepas estudiadas. Addasakibridaciones ADN-rARN y ADN-
ADN de ocho cepas estudiadas con sondas de latipepdieron similares resultados para

todas ellas.

Estos datos demuestran que existe homogeneidiad deidos nucleicos de todas las
cepas de esta especie, asi como diferencias cdistagas especies del génefanthomonas

por lo que Willemst al. (1987b) aconsejaron la creaciéon del nuevo géXglaphilus

I.5.4. Electroforesis de proteinas

Willems et al. (1987b) prepararon extractos de proteinas totdées834 cepas de

distintos origenes y tras electroforesis en gel paddiacrilamida observaron patrones

practicamente idénticos para todas las cepas. Biphtvones fueron diferenciables de los de

distintas especies del génetanthomonas.
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I.5.5. Bacteriofagos

El estudio de la sensibilidad d& ampelinusa distintos bacteriéfagos aislados del
suelo y de agua de riego de parcelas enfermasélieado en Francia (Rid# al, 1983) y
permitié detectar al fagpl5 que se muestra activo frente a todos los aislddda bacteria.
Las bacterias de la flora saprofita acompafanteas especies déanthomonasgstudiadas

no son sensibles a este fago.

1.5.6. Poder patdgeno

Los estudios mas completos sobre el poder patogendalistintas cepas dX.
ampelinusy su variabilidad han sido realizados en FrarRidé et al. (1983) indican que en
inoculaciones en plantas de vid cultivadas en casepobservaron grandes diferencias entre
cepas en su poder patdgeno: algunas cepas resuitdaaimente avirulentas, mientras otras

mostraron distinta agresividad segun las varieddeesd.

Lopez et al. (1984) observaron también diferencias entre cdpasgerianas e
inoculaciones realizadas sobre plantas de vid devlriedades Garnacha y Macabeo
cultivadasin vitro. En cambio, Perost al. (1995) no observaron diferencias entre dos cepas
de X. ampelinusen inoculaciones sobre plantas de las variedadesaGhe y Gramon
cultivadasin vitro. Estos resultados sugieren que pueden existir ricotes diferencias de
agresividad entre cepas dé€ ampelinus que deben ser analizadas previamente a su

utilizacién en ensayos de inoculacion.

1.6. SINTOMAS Y DANOS
Las descripciones de los sintomas realizadas sendistintos paises coinciden

basicamente. Las diferencias son fundamentalmesttielas a la sensibilidad de las distintas

variedades cultivadas en cada zona de cultivaag adracteristicas de las mismas.
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Los sintomas de la necrosis bacteriana puedenrvalose desde el desborre. Las
yemas de un pulgar enfermo pueden llegar a norbootadesecarse en estados fenolégicos
tempranos (D, E y F). Los brotes crecen, en ocasjoraquiticos o se retuercen y mueren
(fotos 1.1, 1.2 y 1.3).

Durante el crecimiento de los sarmientos aparqu@m;ipalmente en su base, en los
tres primeros nudos, manchas alargadas de colarmsge evolucionan necrosandose
superficialmente y rodedndose de un margen acei@soforme la bacteria va invadiendo
tejidos mas profundos, se produce el agrietamigetta lesion y la formacion de un chancro
oscuro o0 negruzco, generalmente profundo y de tamariable, de uno a 15 cm (fotos 1.4,
1.5, 1.6 y 1.7). Puede llegar a penetrar hastae®blo madera del sarmiento y abarcar varios
nudos y entrenudos completos. Los chancros tanphiéden localizarse en el pedunculo o en

el raquis.

En un corte a nivel del xilema de los sarmienfestados puede observarse una linea
continua oscura 0 una zona con necrosis sectoanltar que afecta al floema, al xilemay, a
veces, incluso a la médula (foto 1.10). Los sarteerse vuelven fragiles y quebradizos
inclinAndose hacia el suelo o rompiéndose conidiacil Las plantas presentan entonces, un
porte lloron o aparasolado (fotos 1.6, 1.7, I.141b). El agostamiento de estos sarmientos al
final del periodo vegetativo es irregular, permaeedo bandas longitudinales de madera sin

lignificar.

Se produce un fuerte corrimiento de flor, y lodmas cuajan defectuosamente (fotos
1.8 y 1.9), por lo que las cepas enfermas ven sdymrcion muy disminuida, e incluso muchas

de ellas dejan practicamente de dar cosecha.

Las infecciones vasculares producen en las hojasrosis marginales, con
atabacamiento y caida de las mismas. Estos sint®rasalizan preferentemente en las hojas
mas viejas, situadas mas cerca de la cepa. Enritaaveras lluviosas, las hojas también
pueden infectarse desde el exterior. Se originatonees, pequefias manchas en el limbo de
pocos mm de diametro, al principio de aspecto @®ejtmas visibles por el envés, que

evolucionan necrosandose y rodeandose frecuenterdentn halo amarillento (fotos 1.11,
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Sintomas de necrosis bacteriana de la vid al
inicio de la brotacion:

Foto I.1.- Yemas abortadas en una cepa de la
variedad Garnacha infectada por X.
ampelinus.

Fotos 1.2 e 1.3.- Necrosis de brotes en estados
fenologicos tempranos.
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Sintomas de necrosis bacteriana de la vid en

. vegetacion:

Foto 1.4.- Chancro que abarca 3-4 nudos en
sarmiento de la variedad Garnacha.

Foto 1.5.- Sarmiento de escaso vigor de la
variedad Macabeo, mostrando un
chancro.

Foto 1.6.- Chancro en un sarmiento de la variedad
Garnacha quebrado en su base.

Foto 1.7.- Aspecto de los chancros y roturas de

sarmientos de variedad Garnacha
en invierno.

16



110

Sintomas de necrosis bacteriana de la vid en
racimos y médula:

Foto 1.8 € 1.9.- Corrimiento de flores y necrosis
de racimos en la variedad
Garnacha.

Foto 1.10.- Seccion transversal de pulgar de la
variedad Garnacha mostrando
necrosis medular.
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1.12

Sintomas de la necrosis bacteriana de la vid eashoj

Fotos 1.11, 1.12 e 1.13.- Manchas cloréticas coolesion a necréticas con halo amarillento en hajasla
variedad Garnacha.




Porte de plantas afectadas por la necrosis bacteriana de la vid:

Foto 1.14.- Aspecto de una cepa en invierno.
Foto 1.15.- Porte llorén o aparasolado en verano.
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.12 y 1.13). Estas manchas son muy poco frecuegrnesultivos situados en zonas aridas,

como Grecia y Espafa.

Algunos de estos sintomas pueden ser confundaodeterminados momentos, con
los producidos con otras enfermedades como ext®r{®homopsis viticolp eutipiosis
(Eutipa latg, mildiu (Plasmopara viticol® incluso con la yesca o aplopejiStdreum
hirsutum). Los dafios producidos por el granizo y otrasratienes o accidentes, también
pueden enmascarar los sintomas de la necrosisribaate Estas confusiones son mas
frecuentes cuando, en las areas afectadas porféamelad, no concurren una serie de
factores que favorecen la expresion de los sintamasluso condicionan su intensidad, es
decir, cuando no es posible observar chancros desarrollados, que son el sintoma mas
caracteristico de la necrosis bacteriana.

.7. CICLO BIOLOGICO

El ciclo biologico deX. ampelinusha sido descrito por Ridé (1996). ampelinus
permanece durante el invierno en el interior deida ya que es basicamente un patégeno
vascular. Puede multiplicarse durante este perjoddlo los grandes frios de hasta -15° C
estabilizan su multiplicacion.

Con la llegada de la primavera, la bacteria auanent actividad y sale al exterior
impulsada por los lloros de vid, infectando las gsnadyacentes. Estos Organos también
pueden ser contaminados internamente, por via has@i estan situados en un pulgar
afectado por la enfermedad. En la brotacién, lasagecontaminadas se necrosan y abortan, o
pueden dar lugar a brotes y hojas con sintomas.

Si las condiciones climéticas son favorables, letdyéa transportada por el viento y lluvia
desde Organos enfermos se instalara en las casw#rastomaticas del envés de las hojas,
donde podra multiplicarse activamente, produciafttomas foliares. Un bajo porcentaje de
estas bacterias migran a través del peciolo h&sdazar la base del sarmiento para asegurar
asi una infeccién eficaz al afio siguiente. Rid&%)2ifr6 este porcentaje en un 2% sobre la
variedad Ugni blanc en julio de 1984.
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La fase foliar de la enfermedad juega un papel rypprtante en la dispersion de la
enfermedad, ya que en ella se liberan al exteri@n ghimero de bacterias, siendo
especialmente relevante en zonas de cultivo coraddepluviometria primaveral. En otras
zonas con condiciones menos favorables, no sudieanarse los sintomas foliares. Esta
situacion es la mas frecuente en Aragon, dondes®loan visto sintomas en hojas en afios
excepcionales de muy elevada pluviometria, conmafsr 1997.

Al final de la primavera y verano se desarrollamdhancros oscuros caracteristicos de
la enfermedad. Se originan por infecciones intex@asulares o a causa de las bacterias que
logran penetrar en el interior de los sarmientosdeeel exterior, a través de las heridas
producidas por el granizo, hielo, exceso de vigtr,

Cuando las temperaturas estivales son elevadasyymedad baja, desaparece la fase
epifita de la bacteria, quedando su actividad &aduat al interior de los vasos de la vd.
ampelinusprogresa durante el verano en el sistema vastelkr vid. Ridé (1996) detecto por
inmunofluorescencix. ampelinusen los entrenudos superiores de los sarmient@sneos$
(hasta el entrenudo 18 al final de agosto). Durahtetofio, X. ampelinuses capaz de
sobrevivir y multiplicarse en los vasos de la madde la vid, retrasando el agostamiento de
los sarmientos enfermos.

[.8. FACTORES FAVORABLES

La necrosis bacteriana fue considerada ya engéb giasado, desde las primeras
descripciones, como una enfermedad ciclica, questraudurante ciertos periodos abundantes
sintomas y que, en cambio, en otros practicamexs@pdrece.

En Francia, Héritier (1983) describiéo que en la amra de I'Aude, tras una serie de
afos en los que fue posible observar claros sirstai®da enfermedad (1900-1927), siguieron
otros en los que las cepas enfermas no mostrangdmisintoma (1927-1960). Es como si la
enfermedad hubiera desaparecido, por lo que lasukdres, confiados, llegaron a olvidarse
de la enfermedad, abandonando las medidas culucple hubieran podido frenar la
expansion de la bacteria. Pero la necrosis bactenasurgid posteriormente con intensidad
(1960-1980), observandose graves dafios inclusmeasznuevas donde nunca habia sido

diagnosticada.
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La enfermedad so6lo se manifiesta si existen conks favorables para la
multiplicacion deX. ampelinus(Ridé et al, 1983). La informacion disponible sobre estos
factores favorables se debe a la observacion dedadiciones acaecidas en los vifiedos

afectados y a los datos obtenidos en encuestézadsd, fundamentalmente, en Francia.

Todos los autores coinciden en sefialar el clinmocel factor mas importante. Los
afos de primaveras muy humedas, con temperatusabierbajas y vientos frescos, son muy
favorables para el desarrollo de la enfermedad. diolomas se manifiestan rapidamente
durante la primavera y comienzo del verano, pramhdanse infecciones foliares. Ridé (1996)
relacioné la pluviometria (cantidad y nimero desdla precipitaciones) y el numero de dias
de temperatura minima inferior a 5° C durante leses de mayo, junio y julio de 1984 a
1988 con la duracién del periodo de incubaciénasrinoculaciones efectuadas en plantas en

estado fenoldgico F y con el porcentaje de hojassgatomas.

Si las condiciones climaticas favorables ocurrearandte varias primaveras
consecutivas, el porcentaje de hojas con sintomasagor. Ademas, si el otofio es lluvioso y
con temperaturas suaves, se afadiran las condicicimeaticas favorables para que se

produzcan un mayor numero de infecciones duranterddimia.

En las zonas francesas donde se utiliza el riegta enifia como lucha contra las
heladas primaverales, como lucha anti-filoxera ma@ana préctica mas de cultivo, se ha
constatado que cuando este riego se aplica en \aiedHéritier, 1983; Bernard y Faure,
1983) favorece la exteriorizacion de los sintonraguso dentro de una parcela, la intensidad
de los sintomas es mayor en las zonas del ter@monés humedad en el suelo. Los suelos
profundos, con débil contenido en calcio intercahlg y con discontinuidad importante en
los perfiles de textura y estructura, producenagiones bruscas en la alimentacion en agua
de la vid, limitan las posibilidades de utilizaci@e reservas minerales y favorecen el
desarrollo de los sintomas (Mortier, 1985; DesgcBantagrel, 1987; Ridé, 1996).

La observacion de sintomas en algunas zonas dé&épeagon, Navarra y La Rioja)
exclusivamente en vifiedos ubicados en zonas ciindaluperior a 500 m (Lopez, 1983)

pudiera estar relacionada con las condiciones titagy con las caracteristicas de los suelos.
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También contribuyen otros factores, como presaeiatras enfermedades, dafos producidos
por heladas, granizo o herbicidas, edad de laqlaipp de suelos, o determinadas practicas

culturales, que merman el vigor de las vides difacila entrada de la bacteria en la cepa.

1.9. FUENTES DE INOCULO

El Unico huésped conocido e ampelinuses la vid. La bacteria vive principalmente
en el sistema vascular de las plantas enfermasagPpaulos y Psallidas, 1983), donde es
capaz de conservarse largo tiempo sin causar d&fiesde ser considerada como una
enfermedad vascular cronica. La bacteria se sigfenqgntemente en la base de los sarmientos
(Ridéet al, 1983), esperando una oportunidad para multigiéicg salir al exterior, impulsada
por los lloros de la vid, a través de los changres las lesiones foliares para contaminar a

otras plantas.

En los restos de poda dejados sobre el suel@dirim puede permanecer infectiva

durante cuatro o cinco meses (Redél, 1983).

La posibilidad de supervivencia de la bacteriaekrsuelo o fuera de la planta es
pequefa. Marcelin (1983) afirma que es posiblezaaplantaciones de viiia tras viiia con un
reposo de un afo, con la Unica precaucion de elmmpreviamente a la replantacion, todos
los restos de la primera viila. Sin embargo, el bielehhaberse aislado de suelos de parcelas
con plantas infectadas bacteriofagos que afectdnampelinugRidé et al, 1983), sugiere

gue la bacteria podria conservarse cierto tiempal snelo, aun en bajas poblaciones.

1.10. TRANSMISION Y DISEMINACION

La movilidad de la bacteria queda practicamerdecigla al interior de los vasos de la
vid, por lo queX. ampelinusecesita ser transportada para transmitirse.gasadistancias, el
traslado de material vegetal contaminado es laeidiseminacion de la necrosis bacteriana, y
ha sido posiblemente el origen de la introducciénlal enfermedad en nuevas zonas. La

utilizacion de material vegetal recogido sin cohganitario en zonas infectadas supone un
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grave riesgo de dispersion, ya que en esta enfawdhlad infecciones latentes son frecuentes.
Se han citado porcentajes elevados de detecciofi denpelinusen sarmientos de aspecto
sano recolectados en viflas enfermas, el 28% emi&r@gRidé, 1985), entre el 32 y el 50% en
Grecia (Panagopoulos, 1987). Ello es especialmgraiee debido al caracter ciclico de la
enfermedad y a la larga vida util de las plantasvide por lo que es frecuente encontrar
plantas de aspecto sano en ciertos afios que albkrdgaacteria, lo que serviria para su

transmision si se utilizan como fuente de mateegletal.

La transmision de la enfermedad y las vias dardiseion deX. ampelinusa corta
distancia, dentro de la misma cepa, entre cepasrg parcelas proximas, han sido uno de los
aspectos mas estudiados de la enfermedad. Esdrienido que las herramientas de poda son
medios muy apropiados para dispersar la bactesidna8 llegado a detectar concentraciones
que van desde 3.iMasta 10 ufc/ml deX. ampelinusen las hojas de corte de las tijeras de
poda (Ridéet al, 1983). En las vifias con necrosis bacterianagpoda constituye una
operacion de alto riesgo, que facilita el trangpde la bacteria y la penetracion en la vid. La
receptividad de la planta en el momento en queaéea la poda influye notablemente en la

eficacia de la transmision.

Los resultados de los experimentos realizadosrancka y Grecia para determinar,
mediante inoculaciones, la susceptibilidad a lastr@ision dex. ampelinusa lo largo del ciclo
vegetativo de la vid, no coinciden y, probablemelas condiciones climaticas influyen en
este hecho. En Grecia, el periodo de maximo ridsgafeccion mediante las herramientas de
poda va desde octubre a enero y desciende dueaptériavera, hasta los meses del verano
(julio-agosto) en los que la vid se muestra praatiente inmune (Panagopoulos, 1987). En
Francia, se logré infectar a las vides durante teb@fo, pero se obtuvo una maxima
transmision de febrero hasta abril, por lo quepadas tardias son las mas eficaces para
transmitirX. ampelinussobre todo si coinciden con la emision de loo#dBernard y Faure,
1983; Ridéet al, 1983; Ridé, 1985; Ridé, 1996).

Las podas realizadas en verde, la prepoda y im&nson operaciones culturales que
producen heridas en las plantas y pueden contrdbu& diseminacion de la bacteria. Se
considera que una de las causas de la expansiarbdeteria en los ultimos afios en Francia

ha sido la implantacion de las maquinas vendimegloEste tipo de vendimia esta
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considerada como una operacion de alto riesgosepdecelas enfermas, ya que se producen
mayor niumero de heridas en las plantas y la foldnade aerosoles que coinciden con un

periodo de alta receptividad de la vid, sobre tai@nte los otofios lluviosos (Ridé, 1996).

La lluvia y el viento actian como vehiculos naesaen la diseminacion dX.
ampelinus La gran cantidad de bacterias que salen al exten los lloros, en las lesiones
foliares y en los chancros pueden ser asi trarstasthacia partes sanas de la misma cepa o

de otras proximas.

La transmision del patégeno por el suelo, hasta rkices, ha sido verificada
experimentalmente (Ridgt al, 1983). La bacteria es transportada hasta eb qozlla lluvia
y viento, los lloros, los riegos por aspersion,Hags caidas, la madera de poda, etc. El agua
de lluvia y los riegos la conducen hasta las raicas labores del suelo producen heridas en
las raices abriendo el camino a la infeccién. liegas aplicados en primavera son los que

mas favorecen la infeccion (Bernard y Faure, 18&8celin, 1983).

1.11. TECNICAS DE DETECCION, DIAGNOSTICO Y CARACTER I1ZACION

La deteccion deX. ampelinusse realiz6 por primera vez en 1969 (Panagopoulos,
1969) mediante métodos convencionales: aislamiemtadentificacion bioquimica y
comprobacion del poder patdgeno de la bacteriaiakttente, este método de deteccion sigue
siendo en la practica valido y utilizable con flal@id sobre material vegetal con sintomas,
pero no esta exento de grandes inconvenientessl&méento de la bacteria es dificil, ya que
X. ampelinustiene un crecimiento muy lento en medio de cultf@el2 dias) y suele ir
acompafiada en los tejidos de la vid de otras hasteaprofitas de crecimiento rapido que
enmascaran frecuentemente su presencia. Puedenasdexistir otros factores negativos,
como el efecto inhibidor del medio de cultivo soldee bacteria, fruto de una sobre-
esterilizacion y/o por las caracteristicas de altpie de agar (Panagopoulos, 1987). En
definitiva, los aislamientos realizados en primavwererano no suelen tener éxito (Redél,

1983) y soOlo deben ser aplicados a muestras ctonsas de la enfermedad (OEPP, 1990).
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Una vez aisladas, las bacterias pueden ser carad@s mediante pruebas
bioquimicas y serolégicas. El tiempo que taXxdampelinusen crecer en medio de cultivo, la
coloracién amarillo-palida de las colonias, la teeactividad ureasa (2 h), junto con la
sensibilidad al fag@15 y la inmunofluorescencia son las pruebas prapsigsr Ridéet al.
(1983) para su caracterizacion rapida. Estas puedi®plementarse con la comprobacion de
gue no crece a 33° C, la produccién de acido deoghu (-), la produccion de élcali de
propionato sodico (-) y de tartrato (+), la hids@ide la aesculina (-) y la producciéon de un
pigmento marrén difusible en el medio YGC (extrac® levadura, galactosa, &)

(Panagopoulos, 1987).

Erasmuset al. (1974) aplicaron tres técnicas seroldgicas, atteiale en desuso, para

la caracterizacion de esta bacteria.

La deteccion y el diagnéstico rapidoXleampelinusio estan actualmente resueltos, lo
que agrava aun mas los problemas que plantea éaneedad, ya que no se dispone de un
método de analisis para ser utilizado con fiabiliga el andlisis del material vegetal, con

vistas a su certificacion y estudio del estadotasai

La inmunofluorescencia indirecta con anticuerpal&cjpnales fue puesta a punto para
la deteccién deX. ampelinusen Francia y Espafia (Ridg al, 1976; Lopezet al, 1980;
Cambraet al, 1983) y su utilizacion ha permitido obtener datmsy interesantes sobre la
epidemiologia de la enfermedad. Es un método rapiémresenta una sensibilidad entré 10
10° ufc/ml y es utilizable durante todo el afio sobmterial vegetal (Lépeet al, 1987b),
pero adolece de una buena especificidad al uskzaton anticuerpos policlonales de
antisueros, ya que se han detectado frecuentesares cruzadas con la flora saprofita de la
vid.

En Espafia e Italia se pusieron a punto variascEsimmunoenziméticas de deteccion
de X. ampelinuautilizando antisueros (Cambed al, 1982; Aramburet al, 1984; Fioriet
al., 1996). Su aplicacion a la deteccién presentabeosi problemas de sensibilidad y
especificidad que fueron revisados por Lopeal. (1987a). EI mayor inconveniente de las
técnicas inmunoenzimaticas es que las reaccionegadas pasan mas facilmente

desapercibidas que en la inmunofluorescencia (Lépet, 1987b). Tanto la técnica ELISA
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como la de inmunofluorescencia pueden usarse palesia de confirmacion en aislados de
bacterias, pero no son recomendables para sead@iiadirectamente sobre material vegetal
de vid (OEPP, 1990).

Sin embargo, la produccion de anticuerpos monatdsnespecificos (AMC) dx.
ampelinusen el Instituto Valenciano de Investigaciones Aigsea(IVIA) (Valencia, Espafia)
(Gorris et al, 1989) abri6 nuevas posibilidades a la detecci@bld mediante técnicas

seroldgicas.

La técnica inmunoenziméatica ELISA indirecto corsistema biotina-estreptoavidina,
utilizando una mezcla de tres AMC (5C, 8C y 7F) ¢dapaz de reconocer a 63 aisladoXde
ampelinus sin obtener reaccién frente a la flora saprofieala vid y a otras bacterias
ensayadas (Gorrt al, 1989). La puesta a punto de técnicas inmunoenizaséde deteccion
utilizando esa mezcla de AMC, sobre material végdtmma parte de los trabajos

programados en esta Tesis doctoral.

No se han puesto a punto técnicas molecularesl@atateccion deX. ampelinusy
Gnicamente se han realizado pruebas de hibridacaecular (Willemset al, 1987b) para la
caracterizacion de la bacteria. Técnicas de aroptifbn basadas en la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) se estdn ensayando en Fragiac€au, comunicacion personal) y

serian deseables para mejorar la deteccion, dedalpotencialidad de las mismas.

[.12. SENSIBILIDAD VARIETAL

Existen citas sobre las diferencias varietalegmslas en ensayos de patogenicidad
(Mattheeet al, 1970; Ridéet al, 1983; Lopezt al, 1984; Perosgt al, 1995), pero hay muy
pocos estudios sobre la sensibilidad varietal deintas variedades de vid frenteXa
ampelinus obtenidos en ensayos comparativos. En casi tedasublicaciones, se citan las
variedades de vid sensibles o que muestran sintdmda necrosis bacteriana con mayor
intensidad, fruto de observaciones realizadas tdiieente en campo, en afilos de mayor

incidencia de la enfermedad, sin indicacidn deistencia de variedades resistentes.
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Las dificultades para la realizacion de los eswmidie sensibilidad varietal son
evidentes. Los resultados obtenidos en campo edtaitdos por las condiciones particulares
del ensayo, ya que las circunstancias climatol@gamaecidas en los afios de duracion del
estudio, las caracteristicas edaficas de la parcddes practicas culturales condicionan la
expresion de los sintomas. Existen también proldamlacionados con la inoculacién, tanto
por el indculo utilizado como por el método y Iapeesta de las distintas variedades a la

inoculacion.

No hay variedades totalmente resistentes y sectiaieccionado listas de variedades
clasificadas segun su sensibilidad. En GreciajtaeacSultanine y Gold como variedades de
muy alta sensibilidad y a Cardinal, Ohanes, TokalyieR Cotsifali y Mandilasi como
moderadamente resistentes (Panagopoulos, 1988 (F85) inventario todas las variedades
en las que se identificdé en Fran®a ampelinusy ha clasificado 19 variedades en cuatro
clases de sensibilidad. Entre las muy sensiblehastlas variedades Alicante Bouschet y
Grenache, y como moderadamente resistentes GrisidteMerlot y Syrah (Ridé, 1984).
También se estimé que el porta-injerto Rupestrid. ateaumentaba la sensibilidad de las
variedades injertadas sobre €l y que otros pojat@s, como 161-49 (Riparia x Berlandieri),
R-110 (Berlandieri x Rupestris) y 41B (Chassel&exrandieri), la disminuian (Graceét al,
1980; Ridéet al, 1983).

El cultivo en contenedores en invernadero e irawo con un in6culo estandar en
heridas peciolares frescas, obtenidas desprendibo@s en determinados estados de su
desarrollo, ha permitido aumentar el nimero deti@pees en un espacio reducido y en
condiciones controladas, desde el punto de vista démentacion y temperatura, y realizar
ensayos para conocer el comportamiento de losreetrp de las variedades injertadas sobre
los diferentes patrones, asi como diferenciar leesigdad de diferentes aislados He
ampelinus(Ride, 1996). En esas condiciones, se han claddiccomo muy sensibles las
variedades Alicante Bouschet, Grenache, Gramon gabtu, y como tolerantes Chenin,
Chasan, Liliorila, Chardonnay, Gris Meunier, Merl&inot noir, Tempranillo, Tannat y
Syrah. Los patrones fueron clasificados en dogs|asensibles y tolerantes, y Unicamente se

considero sensible Fercal (Ridé, 1996).
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En Espafa, se realizd un ensayo en Tosos (Zajagoza&0 variedades espafolas de
vid en plantacion de pie directo, inoculando trieégsaconsecutivos con tres cepas diferentes
de X. ampelinusen tres épocas diferentes y observando sintonramtducuatro afos. Se
comportaron como muy sensibles Airén, Garnacharérd o Alicante, Juan Ibafez, Tinto de
Toro y Vidadillo y como de baja sensibilidad CaadjrGarnacha negra, Mazuela, Monastrell,
Pedro Ximénez, Tinto de Madrid y Trepat (Lopetz al, 1987c). En las observaciones
realizadas en Galicia, se constatd que la variddadnte era la mas sensible de todas las
cultivadas en Galicia, y mostraron menor sensidid.oureido y Treixadura (Gémez y
Lopez, 1986).

La inoculacion de plantas cultivadas vitro (Lopezet al., 1984) ha sido también
utilizada para estudiar el comportamiento variétahte aX. ampelinus ya que permite
utilizar gran namero de plantas homogéneas, sierdigmcia estacional ni de superficie de
parcela, y en condiciones de alta seguridad ssgoe de diseminacion. Sin embargo, se
precisa mayor informacion para poder establecasolaelacion entre los resultados de la
inoculacion de plantam vitro y en el campo (Lépeet al., 1987c). Sirve, al menos, para
diferenciar las variedades muy sensibles de lasigepara establecer diferencias patogénicas
entre aislados d¥. ampelinusasi como para estudios de la influencia de |dsemies del
suelo en la sensibilidad de la vid (Peebsal, 1995).

[.13. CONTROL

Las caracteristicas epidemioldgicas de la enfeacheths dificultades actualmente
existentes para el diagnéstico y detecciérXdampelinugy la falta de eficacia y escasez de
productos fitosanitarios que se pueden utilizaagmcultura contra enfermedades bacterianas

son factores que dificultan enormemente el couledh necrosis bacteriana.

El mejor método de lucha es la prevencion porue, gpara controlar la dispersion de
X. ampelinusa largas distancias y evitar la introduccion deetdermedad en nuevas
plantaciones de vifiedo y en regiones exentas dafeamedad, es necesario que el material
vegetal de propagacion sea obtenido en areas lilerés enfermedad y que la produccién de

los viveros esté sometida a un estricto controsénitario (Panagopoulos, 1987).
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La observacion visual o inspeccion directa del nelteregetal no ofrece garantias
suficientes. La planta madre debe ser analizada getectarX. ampelinus(OEPP, 1990).
Aunque la inspeccion de los sintomas es relativeanggncilla, son posibles las confusiones
con otras enfermedades. Asimismo, la necrosis fi@cte produce infecciones latentes.
Ademas, actualmente no es posible proponer un métednalisis para ser utilizado en una
planta aparentemente sana (OEPP, 1990), por leequa practica no se puede ejercer un
buen control sobre el material vegetal de propagaproducido en zonas infectadas por
ampelinus Solo es posible reducir el riesgo de la transimisie la bacteria inspeccionando
las plantas-madre. Los esquemas de certificacidriddpueden aportar garantias adicionales
(EPPO/CABI, 1992). La OEPP (1994) propone un esqudecertificacion, aunque deben
armonizarse las listas de enfermedades objetormteoty las técnicas de deteccién a utilizar
(Walter, 1991).

El Ministerio de Agricultura de Grecia publico uaadeto prohibiendo el movimiento
de material vegetal de propagacion desde regiomegarminadas conX. ampelinus
(Panagopoulos y Psallidas, 1983). En la Unidn Eeappl libre comercio ha primado sobre el
control fitosanitario y, aunque en la legislacidéigente (RD 2071/1993) se prohibe la
comercializacion de plantas infectadas eorampelinus no existe ningun requisito oficial

gue exija la realizacion de analisis o la produt@n zonas libres de la enfermedad.

En Australia, toda importacion de material de pgagidn de vid es sometido a
tratamiento con agua caliente y es cultivado bajalwiones de cuarentena e inspeccion para
evitar la introduccién de la enfermedad (Moffet yoff; 1983, citado por Panagopoulos,
1987). Psallidas y Argyropoulou (1994) ensayarom@amétodo de lucha preventiva el
tratamiento del material vegetal de reproduccién agua caliente y concluyeron que una
temperatura de 50° C durante 20 minutos es suficipara erradicaX. ampelinusde
sarmientos en parada vegetativa sin dafiar lootefie la vid. Puede ser un método simple,
efectivo, econdmico y respetuoso con el medio antbipara prevenir la introduccion de la
enfermedad en zonas nuevas, si bien parece necasaa mayor experimentacion y
posiblemente deba complementarse con la superdeian periodo de cultivo en condiciones
adecuadas de cuarentena que garanticen la auselecianfecciones latentes con

concentraciones bajas Beampelinugiel material asi tratado.
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La lucha quimica contra esta enfermedad, comoaoittas bacteriosis, es complicada
por la escasez de productos fitosanitarios quegruatllizarse en agricultura con una buena
eficacia. Sin embargo, la actividad bacteriostadtieacobre es conocida desde hace mucho
tiempo. En el siglo pasado ya se recomendabaraafites, con sulfato de cobre, en la lucha
de la necrosis bacteriana de la vid (Ravaz y Bailld896) y se ha comprobado que muestra
una buena eficacian vitro contraX. ampelinusAramburuet al, 1982; Ridéet al, 1983;
Marcelin y Novoa, 1983b). También se comprob¢ ieaefain vitro de diversos bactericidas
y fungicidas, obteniendo un marcado efecto inhibid® distintos compuestos de cobre, de

antibiéticos y de algunos desinfectantes y funggi(hramburiet al, 1982).

En estudios epidemioldgicos de la necrosis baci@riambién se aprecio la eficacia
del cobre en campo y se observo una incidencia éafermedad menor en aquellos vifiedos
gue recibieron mas de siete tratamientos anti-milddemas, en aquellas parcelas en las que
las aplicaciones se realizaron con formulacionesatee exclusivamente, la incidencia era
mas baja que si se utilizaba el cobre en mezclasigho menor que si se trataba con otros
compuestos quimicos anti-mildiu (Bernard y Faug83). En ensayos de campo también se
comprobé la mayor eficacia del cobre frente a dwogicidas organicos (Marcelin y Novoa,
1983b).

Entre las distintas formulaciones de cobre, el@élordelés (sulfato cuprocalcico) es
el que posee las caracteristicas fisico-quimicas atfecuadas. Su buena persistencia y
adherencia, y su no excesiva solubilidad, formaoilios compuestos amorfos de cobre, le
confieren ventajas frente a las sales simples beedoxicloruro y sulfatos) en la lucha contra

la necrosis bacteriana (Barailla, 1983).

Pero la necrosis bacteriana de la vid es unareeftad fundamentalmente vascular y
el poder de penetracion del cobre es débil y sétmite el control de la fase externa de la
enfermedad (Marcelin y Novoa, 1983b), por lo que dplicaciones de cobre tienen un
caracter preventivo y no curativo. Reducen el if@ceapifito y protegen contra las
contaminaciones externas, dificultando la pendiradeX. ampelinusen la planta a través de

las heridas o de las infecciones en yemas, brdtegag (Barailla, 1983).
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El calendario de tratamientos, aceptado por tddssautores, cubre los periodos
criticos de produccion de in6culo ¥e ampelinugy los estados vegetativos mas sensibles de

la vid, estableciendo tres momentos de aplicacion:

1°- Inmediatamente después de la poda, para prdeggheridad de poda aun frescas.
Caldo bordelés al 5%.

2°- Entre la aparicion de la punta verde de laaybiasta la salida de hojas (estados
fenologicos de la vid C/D). Caldo bordelés al 2%.

3°- Entre la salida de las hojas y hasta que seneen las tres primeras (estados

fenoldgicos D/E). Caldo bordelés al 2%.

Si se observaran sintomas foliares deberian agsd¢iaplicaciones complementarias.

Actualmente, existen formulaciones en polvo m@alphicronizado que deben
aplicarse forzando las dosis al doble de lo indicad la etiqueta del producto comercial
(Gomez y Lépez, 1986). En ensayos realizados erp@am se observaron problemas de
toxicidad en las cepas, aunque si un ligero efdefwesivo de la vegetacion (Lopetzal,
1987c).

Ademas del calendario de tratamientos descritpagcelas infectadas se deben tomar
una serie de medidas profilacticas, con objeto etbuair el indculo existente, evitar o
disminuir la transmision de la enfermedad entreasep no favorecer la expresién de los
sintomas. Es decir, hay que convivir con la enfeiadeprocurando limitar al maximo posible
los dafios que causa. El conjunto de medidas paraoatrol razonable de la necrosis

bacteriana fue descrito por Rideal. (1983), estando generalmente aceptado, y comsiste

» Arrancar y destruir mediante fuego las cepas erdgran aquellas parcelas con
infecciones iniciales y limitadas.

» Podar exclusivamente durante el periodo de max@poso vegetativo.

« Eliminar los brazos y la madera enferma con podasras y destruirlos mediante

fuego, rapidamente.
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Desinfectar con lejia comercial o flameando cooladt después de podar una cepa
y, sobre todo, al cambiar de parcela. La utilizadi@ tijeras neumaticas de poda
tipo FELCO, con mecanismo de autodesinfecion, puestkicir los tiempos
empleados en la poda (Marcelin y Novoa, 1983a).

No utilizar maquinaria que pueda herir las cepasma prepodadoras,
vendimiadoras, etc.

Evitar o reducir los riegos tardios seguidos dered de suelo.

Utilizar en las nuevas plantaciones las variedadiesmenor sensiblidad a la

necrosis bacteriana.
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OBJETIVOS

En esta Memoria se ha abordado el estudio declasis bacteriana de la vid, causada
por Xylophilus ampelinusEsta importante enfermedad, que puede ser liteita@l cultivo,

posee un caracter ciclico, muy ligado a condici@mekientales.

La viticultura aragonesa posee importancia indwaf87.246 ha y cuatro
denominaciones de origen), constituyendo la victuitivo rentable, de importancia social y
en fase de expansion. En 1978 se detéttéampelinuspor primera vez en Espafa,
precisamente en Aragon, donde la necrosis bactedansé grandes pérdidas econdmicas

(afios 1979 al 1983) y tuvieron que arrancarse m&9d ha.

Desde el afio 1983 la enfermedad esta en periothiadeia, corriendose el riesgo de
una nueva manifestacion epidémica, ya que no sartdas medidas sanitarias y culturales
que traten de evitar la dispersion de la necrasiselbiana, ni se realizan controles del material

vegetal de nuevas plantaciones.

La reciente expansion de la necrosis bacteriana diel en nuevas zonas de Francia
debe alertar de los riesgos reales de esta enfadned la que Unicamente las medidas

preventivas parecen tener eficacia.

Los objetivos fundamentales de esta Memoria, emidm de los antecedentes
bibliograficos son: 1) La puesta a punto de un oetde deteccion fiable d¢. ampelinus
aplicable de forma rutinaria en programas de @gatifén y control sanitario, 2) la evaluacion
del grado de infeccion por la bacteria en AragdB) ¥l establecimiento de la sensibilidad
varietal aX. ampelinusde los principales cultivares espafoles de la Egtos objetivos
generales (desarrollados en cinco capitulos) supehestudio de aspectos de la enfermedad
no suficientemente claros, y tratan de cubrir igdes huecos en el estado del conocimiento

de la necrosis bacteriana de la vid.
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Esta Memoria pretende tener un marcado sentiddi@uay proporcionar elementos
que faciliten el control de la enfermedad. El agp@tds importante es, sin duda, la puesta a
punto de un método sensible y fiable para la deteate X. ampelinusen material vegetal
asintomatico en cualquier época del afio. Este rog¢t@sbta hoy inexistente, es absolutamente
esencial. La disponibilidad del mismo permitiria rizalizacion de controles de plantas
importadas y la de analisis sistematicos de laymcdn de plantas de vid dentro de un
esquema de certificacion que aseguraria una \itieuimoderna y sin riesgos de necrosis

bacteriana.

Todos los objetivos en su conjunto tratan de raejamto los métodos de diagndstico
y deteccion como de suministrar elementos pam@nta tde decisiones en nuevas plantaciones.
Asi, el conocimiento del porcentaje de infecciddeyla distribucion de la enfermedad en
Aragon y del grado de sensibilidad de los difererdeltivares espafoles de vid permitira
realizar nuevas plantaciones con las variedade®smamnsibles en zonas contaminadas y de

variedades mas sensibles en zonas libres de laretdad.
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CAPITULO 1



CAPITULO 1.- COMPARACION DE LA EFICIENCIA DE DISTIN TOS TIPOS DE
INMUNOENSAYO ELISA, UTILIZANDO ANTICUERPOS MONOCLON ALES,
PARA LA DETECCION DE Xylophilus ampelinus EN MATERIAL VEGETAL.

1.1. INTRODUCCION

Los métodos de inspeccion y analisis recomendpdosa OEPP para el control de
Xylophilus ampelinuson simplemente la observacion visual de sintoynan su caso, el
aislamiento de la bacteria en medio de cultivo (BEP84). La OEPP también indica que, al
observar sintomas, son posibles las confusionesottas enfermedades y afiade que no es
posible proponer un método de analisis para skzado en plantas aparentemente sanas con
infecciones latentes (OEPP, 1990).

Como ya se ha indicado, el aislamiento de la baots dificil y, ademas, debido a su
lento crecimiento (5-10 dias), su aparicion puedgedgr enmascarada por la flora saprofita,
por lo que practicamente soOlo se obtiene éxito lemistamiento a partir de muestras con
sintomas recolectadas en otofio e invierno (Ridél, 1983). Las técnicas seroldgicas de
inmunofluorescencia (IF) y ELISA utilizando antisog, plantean problemas de sensibilidad y
de especificidad debido a la abundante flora sdardé la vifia (Lopezt al, 1987a y b).
Aunque ambas pueden usarse para analisis de caniiimen aislados de bacterias, no son

recomendadas para ser aplicadas directamente enahde vifia (OEPP, 1990).

Para evitar los problemas que plantea la util@ade antisueros, Gorréet al. (1989)
obtuvieron anticuerpos monoclonales (AMC) espersfideX. ampelinusEn este capitulo se
ha tratado de poner a punto una técnica inmunoétzimELISA, utilizando los tres AMC
5C, 8C y 7F (Gorriet al.,1989) producidos en el IVIA, para ser aplicada ftailidad para
la deteccion d&X. ampelinugen material vegetal. Se unirdn las ventajas tieclaica ELISA 'y
las de los anticuerpos monoclonales especificassé\podra disponer de un método sensible
para el andalisis de muestras, independientementpielese observen o no sintomas y de la
época de muestreo. Para ello, se compararon cigtodos o variantes ELISA, utilizando
distintas concentraciones dé ampelinusque fueron afadidas a extractos de viiia y dos

meétodos de preparacion de material vegetal (maoergctriturado de la muestra) en ocho
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tampones de extraccion. Asimismo, se estudio lsilséidad de los distintos métodos, con la
finalidad de utilizar el mas eficiente y asi dispode una herramienta de analisis seroldgico
especifica y util para ser utilizada en la detatgénsible y especifica de la bacteria en

material vegetal.

1.2. MATERIAL Y METODOS

1.2.1. Cepas bacterianas

Se utilizo la cepa 60.7 @& ampelinusaislada en Espafia, y como control negativo la
cepa 1001 d&rwinia carotovorasubspatroseptica facilitada por el Dr. M.C.M. Perombelon
(SCRI, Dundee, Escocia, UK), mantenidas en crioemagion en la coleccion de bacterias

fitopatdégenas del IVIA en Moncada (Valencia).

Se prepararon suspensiones Xle ampelinusde 16 ufc/ml en agua fisiolégica
tamponad&a (AFT), tampdn carbonatdTC) y tampén Tris. A partir de ellas se prepararon
suspensiones seriadas por dilucion 1/10 en cada dendos tres tampones, hasta la

concentracion 16

La concentracidon bacteriana de las suspensionegsieserminé con exactitud
preparando una suspension inicial de la bacterieada uno de los tampones y realizando
varias suspensiones decimales. Se sembrarqh & cada suspensién en medio LPGAa
los seis dias de incubacion a 22° C se realizavoteos en las placas que tenian entre 30 y

300 colonias dX. ampelinus

Paralelamente, se efectuaron lecturas espectroétticas a 443 nm para determinar
la densidad éptica (d.0.) de cada suspension. &sfakulé que la suspension inicial®10
ufc/ml de X. ampelinuscuando se preparé en AFT, correspondia a la ladoscia de 0'356,

cuando lo fue en TC, de 0'357 y cuando lo fue & @e 0'354.

! CINa, 8 g; PGH,Na 2H,0, 0'4 g; PGHNa, 12H,0, 2'7 g; agua destilada, 1 litro (pH 7'2-7'4).

2 CO;Nay, 1'59 g; C@HNa, 2'93 g; agua destilada, 1 litro (pH 9'6).

% Tris, 60'55 g; agua destilada, 1 litro (pH 9).

* Extracto de levadura, 5 g; bacto-peptona, 5 gzagla anhidra, 10 g; agar, 20 g; agua destiladapi(pH 7).
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Se prepararon suspensione$ Lfc/ml de Erwinia carotovorashsp.atrosepticade
forma similar a las realizadas cdnampelinusEn este caso, la absorbancia de la suspension
de 16 ufc/ml, medida a 660 nm, fue de 0'168, 0'158 y®'dn los tampones AFT, TC y Tris,
respectivamente.

1.2.2. Material vegetal y su preparacion para anais

En octubre se recolectaron sarmientos de vid glarladad Garnacha de plantas libres
de X. ampelinus procedentes de vides cultivadas para este fimaretas en umbraculo. Se
conservaron a 4° C hasta su utilizacién. La prepamadel material vegetal para su andlisis
mediante ELISA se realizdé con las dos técnicas lpgian resultado de interés para la
deteccion deX. ampelinusen ensayos preliminares. Un trozo de la partel lfeiea primeros
nudos) de los sarmientos fue troceada en rodajas file entre 1-2 mm de espesor para
agregarlas a diferentes suspensiones bacterianasaeproporciéon de un peso de material
vegetal en cinco volumenes de las diferentes sagpes preparadas en los tampones con
aditivos que posteriormente se describiran.

Se prepararon dos series de material vegetal seli@ se mantuvo en maceracion sin
homogeneizar, durante 16 h, a temperatura ambi@ie La otra fue triturada con un
homogeneizador de vastago y de cuchillas (Poly®pKinematica), para obtener extractos
triturados (P2) (foto 1.1). Tanto los extractos arados como los triturados fueron
dispensados en los pocillos de placas ELISA (foR), brevio tratamiento con calor en bafio
Maria durante diez minutos a 100° C, ya que, emyessprevios no descritos en esta
Memoria, se observd mayor eficiencia de la detecniédiante ELISA cuando se realiz6 esta
operacion (Cambrat al, 1990).

1.2.3. Tampones de extraccion

Se compararon ocho tampones de extraccion ditsrebasados en los tres tampones
mas utilizados en la aplicacion de técnicas sertd8gen Patologia Vegetal: AFT, TC y Tris.
Se adicionaron compuestos antioxidantes e inhibgddde compuestos fendlicos, tales como

polivinilpirrolidona (PVP), nicotina, dietilditiocdamato sodico (DIECA) o mercaptoetanol.
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Foto 1.1.- Detalle del aspecto final de una muestra triturada (izquierda) y macerada (derecha).

Foto 1.2.- Aspecto de las placas ELISA dispensadas con muestras trituradas (arriba) y maceradas
(abajo).

Foto 1.3.- Dispensado de suspensiones de X. ampelinus con pipeta multicanal.

Foto 1.4.- Lectura final dela absorbancia del experimento con lector automético.
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La composicidon de los tampones utilizados se exmonla tabla 1.1, asi como el pH

final tras el uso de aditivos.

Tabla 1.1.- Composicion de los ocho tampones da&itn comparados.

Tampon Composicion pH final
1 AFT (pH 7'2-7'4) + 1% PVP-10 + 2'5% sulfato deatina 9'7
2 AFT (pH 7'2-7'4) + 0'2% dietilditiocarbamato scal{DIECA) 7'6
3 AFT (pH 7'2-7'4) + 0'2% mercaptoetanol 7'3
4 TC (pH 9'6) + 1% PVP-10 + 2'5% sulfato de nicatin 9'8
5 TC (pH 9'6) + 0'2% DIECA 9'7
6 Tris (0'5M, pH 9) + 1% PVP-10 + 2'5% sulfato deotina 8'8
7 Tris (0'5M, pH 9) + 0'2% DIECA 8'8
8 Tris (0'5M, pH 9) + 0'2% mercaptoetanol 8'7

1.2.4. Tipos y variantes de ELISA

Se estudiaron cinco variantes del método ELISAabas en tres tipos de ensayos
inmunoenzimaticos: ELISA indirecto (ELISA-I), ELISAloble sandwich de anticuerpos
indirecto (ELISA-DASI) y ELISA doble sandwich de tamuerpos (ELISA-DAS) (Sanchez
Vizcaino y Cambra, 1987) y en todos los casos iéieanbn los anticuerpos monoclonales

especificos descritos.

En ELISA-I y ELISA-DASI se utilizaron dos tipos demunoglobulinas antiespecie
(anti-ratén) producidos en cabra, unas conjugadasfasfatasa alcalina y otras con biotina.
Con su utilizacion se obtuvieron dos variantes stesetipos de ELISA: el convencional y el
basado en el sistema de amplificacion mediantedacion biotina/estreptoavidina (b/sa). La
estreptoavidina fue utilizada marcada también csfatasa alcalina. En todos los analisis se

emplearon placas de poliestireno de 96 pocillamgd plano, Polisorp ® (Nunc).
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Las variantes de las técnicas ELISA ensayadasriu€lLISA-I convencional (E1),
ELISA-I-b/sa (E2), ELISA-DASI convencional (E3), BA-DASI-b/sa (E4) y ELISA-DAS-
b/sa (E5). En la figura 1.1 aparecen esquematizadas las variantes ELISA ensayadas, que

se describen paso a paso a continuacion.

1.2.4.1. ELISA indirecto convencional (ELISA-I), E1

Tapizado de la placa con el antigendse emplearon 20Ql por pocillo del antigeno o
muestra a analizar, es decir, de las suspensi@Xs ampelinugescritas anteriormente. Se
incubo durante 16 h a 4° C, tapando las placasinguiastico autoadhesivo. Posteriormente
se lavé la placa tres veces con tampoén de lavaBd (ATween 20 al 0'05%) para eliminar

restos y posibles antigenos no fijados o fijaddEidéatemente.

Adicion de anticuerpos anti-X. ampelinus. Se afiadieron 2Qa por pocillo de la mezcla de

anticuerpos monoclonales 8C, 7F y 5C (Goetial, 1989) a la diluciéon 1/25.000, en el caso
de 5C, y 1/50.000, en el caso de 8C y 7F, en AF$ @10 de albumina de suero bovino
(BSA). Se incubd durante 2 h a 37° C en placasitapeon un plastico autoadhesivo y se lavo

tres veces la placa con tampon de lavado.

Adicion de inmunoglobulinas antiespecie conjugadason fosfatasa alcalinaSe afadieron

200 pl por pocillo de anticuerpos de cabra anti-ratonroa@dos con fosfatasa alcalina
comerciales (GAM-AP, Boehringer Mannhein) a la dad¢ 1/2.500 en AFT. Se incubd la
placa durante 2 h a 37° C, tapando las placas ooplastico autoadhesivo, lavando a

continuacion tres veces con tampoén de lavado.
Revelado colorimétrico. Se afiadieron 20Ql por pocillo del sustrato compuesto por una

solucién de un miligramo de paranitrofenil-fosfggor mililitro de tampon sustrato (10%

dietanolamina, pH 9'8, en agua destilada). Se imeulemperatura ambiente y se leyeron las
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Figura 1.1.- Tipos de ELISA
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microplacas en un lector automatico (Titer@Rultiscan, Flow) a 405 nm, a los 15, 45, 75 y

105 minutos.

1.2.4.2. ELISA indirecto biotina/estreptoavidina (E.ISA-I-b/sa), E2

Tapizado de la placa con el antigenoSe realizé de idéntica forma que EBhISA-I

convencional.

Adicion de anticuerpos anti-X. ampelinus. Se procedié de igual forma que en ELISA-I. La

Unica diferencia fue la duracion de la incubacaire en este caso fue 1 h y 30 min a 37° C.

Adicion de inmunoglobulinas antiespecie conjugadason biotina. Para amplificar la
reaccion final se utilizaron 2Q@ por pocillo de una solucion 1/10.000 en AFT décrerpos
anti-raton marcados con biotina (GAM-b, Boehrinlye@nnhein). Se incubo la placa tapada

durante 1 h y 30 min a 37° C, lavando a continuetiEs veces con tampoén de lavado.

Adicion de estreptoavidina conjugada con fosfatasalcalina. Se afiadieron 20Ql por
pocillo de una solucion 1/2.000 de estreptoavidownjugada con fosfatasa alcalina
(Boehringer Mannhein) en AFT. Se incub6 duranteienbdra en oscuridad y a temperatura

ambiente. Se lavo igualmente con tampon de lavado.

Revelado colorimétrico.Se utilizé el mismo tampon sustrato y lectura quE&EISA-I.

1.2.4.3. ELISA doble sandwich de anticuerpos indio convencional (ELISA-DASI),

E3

Tapizado de la placa con anticuerpos policlonale§e sensibilizé la placa con 20 por

pocillo de una solucién de Zg/ml en tampdn carbonato de anticuerpos policlenatdiX.

ampelinug(As-8), producidos en el IVIA. Se incubo durante 4 37° C en placas tapadas con

plastico autoadhesivo y se lavé tres veces condardp lavado.
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Adicion del antigeno.Se afadieron 20 por pocillo de la muestra a analizar, es decilade
mismas suspensiones Beampelinusantes descritas. Se incubd durante 16 h a 4°glaeas

tapadas, lavandose a continuacion tres veces cén AF

Adicion de anticuerpos anti X. ampelinus. Se procedié de igual modo que en el paso

correspondiente de ELISA-I.

Adicion de inmunoglobulinas antiespecie conjugadason fosfatasa alcalinaSe procedio

de igual modo que en el paso correspondiente d8A=LI

Revelado colorimétrico.Se utilizd el mismo tampon sustrato y lectura quE&EISA-I.

1.2.4.4. ELISA doble sandwich de anticuerpos indito biotina/estreptoavidina (ELISA-
DASI-b/sa), E4

Tapizado de la placa con anticuerpos policlonale§e procedié de igual modo que en el

paso correspondiente de ELISA-DASI.

Adicion del antigeno.Se procedio de igual modo que en el paso correggaadde ELISA-
DASI.

Adicion de anticuerpos anti X. ampelinus. Se procedié de igual modo que en el paso

correspondiente de ELISA-I-b/sa.

Adicion de inmunoglobulinas antiespecie conjugadason biotina. Se procedié de igual

modo que en el paso correspondiente de ELISA-l-b/sa

Adicion de estreptoavidina conjugada con fosfatasalcalina. Se procedio de igual modo

gue en el paso correspondiente de ELISA-I-b/sa.

Revelado colorimétrico.Se utilizé el mismo tampon sustrato y lectura qu&kelSA-1.
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1.2.4.5. ELISA doble sandwich de anticuerpos biotadestreptoavidina (ELISA-DAS-
b/sa), E5

Tapizado de la placa con anticuerpos monoclonaleSe tapizé con 200l por pocillo de
una dilucion en tampon carbonato de la mezcla deusnpos monoclonales (Gorret al.,
1989) purificados de liquido ascitico a la conamién final de 1'jug/ml (0'5ug/ml de cada
uno de los anticuerpos 5C, 8C y 7F utilizados).ir®eibd la placa tapada con plastico

autoadhesivo durante 4 h a 37° C, lavandose ancaion tres veces con tampon de lavado.

Adicion del antigeno.Se procedio de igual modo que en el paso correggaadde ELISA-
DASI.

Adicion de anticuerpos monoclonales conjugados cdmiotina. Se afiadieron 20Ql por
pocillo de una dilucion 1/1.000 en AFT mas 0'5%B&A de los anticuerpos monoclonales
empleados en el tapizado, pero conjugados connhidilosis final 0'lug/ml de cada
anticuerpo). El biotinado se realiz6 segun el mgwescrito por Gorrist al (1994) con éster
de biotina (Sigma). Se incubd durante 4 h a 37a¥@ndose a continuacion tres veces con

tampon de lavado.

Adicion de estreptoavidina conjugada con fosfatasalcalina. Se procedié de igual modo

que en el paso correspondiente de ELISA-I-b/sa.

Revelado colorimétrico.Se utilizd el mismo tampon sustrato y lectura quE&EISA-I.

1.2.5. Condiciones de comparaciéon

El experimento de comparacion consistié en anmabraultaneamente mediante las
cinco variantes de la técnica ELISA descritas lag duspensiones dé ampelinugealizadas
en cada uno de los ocho tampones de extracciomyasodos tipos de preparacion del
material vegetal. Se realizaron cuatro repeticialeesada combinacion ELISA - preparacion,
de manera que en conjunto se utilizaron 40 plat#SA= En cada placa se dispensaron las

diez suspensiones d¢. ampelinus(16® a 10* ufc/ml). Se utilizé un pocillo por cada
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suspension y tampon. Ademas, se rellenaron ochidlgzoen cada placa con una suspension
10" ufc/ml deX. ampelinusen AFT (estandar positivo), y una suspension deuldml de
Erwinia carotovorasubspatroseptica realizada en cada uno de los ocho tampones tesscri
(un pocillo por cada tampon), como testigo negatias placas se marcaron con un nimero
que indicaba la técnica (de 1 a 5), una letra (M) aque permitia identificar el tipo de
procesado del material vegetal, seguida de otrcenuiifile 1 a 4) que sefialaba el nimero de

repeticion.

Para hacer minimas las diferencias entre platassgensado en todas las etapas de
cada técnica ELISA comparada fue realizado contgspautomaticas de ocho y 12 canales
(Titertek ®, Flow) y se realizé de forma que asebarque las repeticiones se efectuaran de
forma similar en tiempo (foto 1.3). La distribucidel sustrato se realizé con un dispensador
automatico Autodrop ® (Flow), rellenando una plaada medio minuto. Posteriormente, se
realizaron cuatro lecturas a los 15, 45, 75 y 10Butos de haber dispensado el tampdn
sustrato, realizando la lectura de una placa castiiarminuto. Dichas lecturas se realizaron
en un lector automatico Titertek ® Multiskan MKIIuB (Flow), en el que previamente se
habia hecho el cero con una placa que contenéangddn sustrato utilizado (foto 1.4). Esto
permitio que las lecturas de cada placa se realizaun tiempo exacto de incubacién con el

tampdn sustrato.

Se consideraron reacciones positivas aquéllas mostraron un valor de la

absorbancia de, al menos, dos veces el valor @darnzor el testigo negativo.

1.2.6. Analisis estadistico

Con los datos de la absorbancia o d.o. obtenidies 35 minutos de haber dispensado

el tampdn sustrato, se realizé un andlisis de vaaigegun el siguiente modelo matematico:

Pijumn=pH + E+ B + T + S + Ry + ER; + ETic + ES + PTi + P§ + TSa + Engijkim)
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donde®;umn representa la d.o. de célculo (d.o.c.1) que fugifexencia entre la d.o.
media de las cuatro repeticiones de cada valoO@).menos la d.o. del testigo negativo
(x1.000) (d.o.n.) correspondiente (d.o.c.1 = d.@.0-n.) y se descompone en los 13 términos

siguientes:

1 = media general.

E; = efecto de la técnica ELISA "i" (fijo).

P, = efecto de la preparacion de la vid "j" (fijo).
Ty = efecto del tampon de extraccion "k" (fijo).

S = efecto de la suspension deampelinus!” (fijo).

Ry = efecto de la repeticion o tanda "m" dentro deétmica ELISA "i" y de la
preparacion de la vid "j".

EP = efecto de la interaccion de la técnica ELIBA la preparacion de la vid.

ET = efecto de la interaccion de la técnica ELISA el tampon de extraccidn.

ES = efecto de la interaccion de la técnica ELIBA la suspension @& ampelinus

PT = efecto de la interaccion de la preparaciétaded con el tampdn de extraccion.

PS = efecto de la interaccidn de la preparacida gi&l con la suspension de ampelinus.

TS = efecto de la interaccion del tampdn de extdaccon la suspension de ampelinus.

€ = efecto individual de cada d.o. y de otros efecto controlados o residuales, como
interacciones triples que se consideran inexisgent

Siendo el nUmero total de niveles de cada efecto:

ELISA (E) i=1..... 5
Preparacion vid (P) j=1........ 2
Tampon de extraccion (T) k=1....... 8
Suspension d¥. ampelinugS) [=1.. 10
Repeticion (R) m=1.... 4

El andlisis del modelo completo se realizé mediagiteorocedimiento GLM del

paquete estadistico SAS (1988), utilizando la sdenauadrados tipo Ill. Cuando algun efecto
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fue declarado estadisticamente significativo, sg#iz@ una comparacion de medias por el
método Duncan a diferentes niveles, consideranslarladias alcanzadas por las distintas
variantes ELISA independientemente de la prepanad& material vegetal (P1+P2) y solo

cuando se utilizo el material vegetal macerado.(P1)

Para estudiar el comportamiento de los difereritaspones de extraccion, se
realizaron comparaciones de medias de la variable.@l a distintos niveles (tabla 1.6). Se
utilizaron tres tipos de datos: 1) los valores medie la d.o. alcanzados con los distintos
tampones (T) en todas las técnicas ELISA e indapeteiente del tipo de preparacion del
material vegetal (medias de 400 valores, perten@sea las combinaciones [ Ty); 2) los
valores medios de la d.o. obtenidos con todaséasidas ELISA cuando se utilizé solo el
material vegetal macerado (medias de 200 valordasdeombinaciones; 1 Ty); y 3) los
valores obtenidos exclusivamente con la técnicaSELDASI-b/sa con material vegetal
macerado (medias de 40 valores, combinaciones EZRI1También se compararon las
medias de una nueva variable calculada (d.o.cs2ando a la d.o. alcanzada (x1.000) con los
distintos tampones en la combinacion E4 RZXITdoble de la d.o. de los testigos negativos
(x1.000) correspondiente (d.o.c.2 = d.o. - 2 d)pas decir, utilizando el criterio habitual que

define cuando un resultado es considerado postiva técnica ELISA.

Asimismo, se realizaron contrastes entre los valotgenidos con dos suspensiones
decimales consecutivas, cuando se utilizo la téopia preparacion del material vegetal que

habian mostrado una mayor eficiencia.

1.3. RESULTADOS
En las figuras 1.2, 1.3, 1.4, 1.5 y 1.6 se exparefmrma de diagrama de barras los

valores de la d.o. alcanzada a los 75 minutos terhdispensado el tampdn sustrato, como

media de las cuatro repeticiones de cada suspets¥rampelinuobtenidas con cada
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Figura 1.2.- Densidad optica mediaX.000) en la técnica ELISA indirecto convenciosagun tratamientos (lectura obtenida a los 75 tosnde
incubacion).

E1l = ELISA indirecto convencional

P1 = material vegetal macerado
P2 = material vegetal homogeneizado

T1 - T8 = diferentes tampones de extraccion
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Figura 1.3.- Densidad Optica medxal(.000) en la técnica ELISA indirecto b/sa, segatatmientos (lectura obtenida a los 75 minutosideldacion).
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T1 - T8 = diferentes tampones de extraccion

TN = testigo negativo, suspensiorf 16c/ml deE. carotovorasbsp.atroseptica
d.o. = densidad 6ptica (405 nm)
[l = valores de la d.o. que superan el doblealel de la d.o. del TN
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Figura 1.4.- Densidad oOptica media 1.000) en la técnica ELISA-DASI convencional, sedgratamientos (lectura obtenida a los 75 minutes d

incubacion).
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d.o. = densidad 6ptica (405 nm)
[l = valores de la d.o. que superan el doblealet de la d.o. del TN
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Figura 1.5.- Densidad 6ptica medial(.000) en la técnica ELISA-DASI-b/sa, segun tragentos (lectura obtenida a los 75 minutos de incidiog.
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E4 = ELISA-DASI-b/sa

P1 = material vegetal macerado
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8....-1 = suspensiones decimales consecutivas dmpelinug10® ufc/ml ... 10 ufc/ml)
TN = testigo negativo, suspensiorf 16c/ml deE. carotovorasbsp.atroseptica

d.o. = densidad 6ptica (405 nm)

[l = valores de la d.o. que superan el dobleaet de la d.o. del TN
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Figura 1.6.- Densidad 6ptica medial(.000) en la técnica ELISA-DAS-b/sa, segun tragemais (lectura obtenida a los 75 minutos de inddbac
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d.o. = densidad 6ptica (405 nm)

[l = valores de la d.o. que superan el dobleaet de la d.o. del TN
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combinacion ELISA (E), preparacion del material etad) (P) y tampon de extraccion (T),
comparados junto con el valor del testigo negatmwespondiente. En cada diagrama se han
oscurecido aquellas barras que representan adpsrsiones d¥. ampelinuscuyos valores

de d.o. superan el doble del valor de la d.o. atiéecon el testigo negativo.

Se observé una gran dispersion de los valorea d®l obtenida. Como es habitual en
los resultados obtenidos mediante la técnica ELISAdiO una logica variabilidad de los
resultados, ya que habia suspensiones con coraengsa elevadas d¢. ampelinusy otras
con una concentracion inferior al limite de detéccide las técnicas. También hubo
combinaciones de ELISA-preparacion de material tadgampon (E-P-T) con las que no se
llegd a detectar la bacteria en ninguna de lasessspnes, alcanzando todas ellas, incluido el

testigo negativo, valores similares entre si.

En la tabla 1.2 se contabiliz6 el nUmero de radok positivos obtenidos con las
diferentes técnicas ELISA, segun el tipo de prepénadel material vegetal utilizado, lo que
da idea de la sensibilidad de la deteccion mediaatta una de las estudiadas. Con la
maceracion (P1) de trozos de sarmiento en tam@onbtvo en todas las técnicas ELISA,
mayor numero de resultados positivos (74) que adromogeneizaciéon (P2) de los trozos de
sarmiento (41). Con la técnica ELISA-DASI-b/sa (E8® obtuvo el mayor numero de
positivos (39), tanto utilizando la maceracion (22)mo la trituracion (16). Por el contrario,
los tipos de ELISA-Indirecto (E1 y E2) fueron loeopes (14 y nueve positivos,
respectivamente). Con las dos técnicas en lasequélizo el sistema de amplificacion de la
reaccion, el sistema biotina-avidina, ELISA-I-bis&LISA-DASI-b/sa (E2 y E4) se obtuvo
mayor numero de resultados positivos (14 y 39) gae los métodos convencionales
correspondientes ELISA-1 y ELISA-DASI (E1 y E3), gae totalizaron nueve y 33 positivos,
respectivamente. El método ELISA-DAS-b/sa (E5) réa valores intermedios (20
positivos). En este método existieron claras difeises entre los resultados obtenidos con el
material macerado (18 positivos) y triturado (dds).combinacion ELISA-DAS-b/sa (E5)
con material vegetal triturado (P2) es con la quelstuvo el menor nimero de resultados

positivos de todas las ensayadas.
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Tabla 1.2.- Numero de resultados positivos obtenidon diferentes técnicas ELISA,
utilizando 10 suspensiones decimalesXdempelinug1®® a 10" ufc/ml) en ocho tampones
diferentes segun dos tipos de preparacion del rmbvegetal (maceracion y trituracion).

Material vegetal

Técnica Macerado Triturado Total
ELISA-I 6 3 9
ELISA-I-b/sa 8 6 14
ELISA-DASI 19 14 33
ELISA-DASI-b/sa 23 16 39
ELISA-DAS-b/sa 18 2 20
Total 74 41 115

En las tablas 1.3 y 1.4 se recogen los resultpdsgivos obtenidos con las técnicas
ELISA ensayadas cuando se utilizé material vegataterado vy triturado, respectivamente,
segun los diferentes tampones de extraccion compsreEstos resultados positivos se
correspondian con las suspensiones decimales. ganpelinusy, por tanto, indicaban la
sensibilidad en la deteccion d& ampelinusde las combinaciones ELISA-preparacion y
tampon de extraccion comparadas. Tres combinagioleeks técnica ELISA-DASI-b/sa con
la maceracion, las correspondientes a los tampdidesT4 y T6 (tabla 1.3) llegaron a
reconocer hasta cuatro suspensioneX.cempelinuses decir, detectaron 4a.0, 16 y 10
ufc/ml, siendo las Unicas de todas las ensayadagieiectaron esa concentracion. Hubo 15
combinaciones que sélo detectaron las concentresioa 18 10’y 1¢ ufc/ml, 19 detectaron
hasta 10 ufc/ml, 20 sélo 1®ufc/ml y 23 no detectaron ninguna suspensiéiX.dampelinus
Observando en el numero de resultados positivosenmi con cada tampodn
independientemente de las técnicas ELISA, el Td,lebpositivos (tabla 1.3), y el T1, T6 y
T8, con 13 positivos, fueron los que proporcionamayor nimero de resultados positivos.
Estos tres tampones contenian PVP + nicotina otTmgrcaptoetanol.

Con el material vegetal macerado, el T5 (TC + DAE€e comportdé como el peor de
los ensayados, con sélo dos suspensiones detectamaspositivas entre todas las técnicas
ELISA (tabla 1.3). De igual forma, el T3 (AFT + maptoetanol) (tabla 1.4) fue el que peor
se comportdé con material vegetal triturado. Endos casos, en la mayoria de las técnicas
ELISA no logré detectar como positivas a ningunalate suspensiones d& ampelinus
ensayadas.
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Tabla 1.3.- NUumero de suspensionesXdeampelinuscon material vegetal macerado, que
fueron detectadas por cada método ELISA, seglamgddn de extraccion utilizado (T1-T8).

Técnica ELISA T1 T2 T3 T4 15 T6 T7 T8 Total
E-Indirecto 1 0 0 2 0 1 0 2 6
E-Indirecto-b/sa 2 0 0 2 0 2 0 2 8
E-DASI 3 1 2 3 2 3 2 3 19
E-DASI-b/sa 4 2 3 4 0 3 23
E-DAS-b/sa 0 3 3 18
Total 13 4 I 14 2 13 8 13

T1: AFT+PVP+nicotina T4: TC+PVP+nicotina T6: T¥BVP+nicotina

T2: AFT+DIECA T5: TC+DIECA T7: Tris+DIECA

T3: AFT+mercaptoetanol T8: Tris+tmercaptoetanol

Tabla 1.4.- Numero de suspensionesXdeampelinuscon material vegetal triturado, que
fueron detectadas por cinco métodos ELISA difesnszgun el tampon de extraccion
utilizado (T1-T8).

Técnica ELISA T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 Total
E-Indirecto 1 0 0 0 1 0 1 0 3
E-Indirecto-b/sa 1 0 1 1 1 1 1 0 6
E-DASI 1 2 1 1 3 2 2 2 14
E-DASI-b/sa 2 2 1 1 3 2 2 3 16
E-DAS-b/sa 1 0 0 1 0 0 0 0 2
Total 6 4 3 4 8 5 6 5

T1: AFT+PVP+nicotina T4: TC+PVP+nicotina T6: T¥BVP+nicotina

T2: AFT+DIECA T5: TC+DIECA T7: Tris+DIECA

T3: AFT+mercaptoetanol T8: Tris+tmercaptoetanol

En el andlisis de varianza se obtuvo que todos eliestos estudiados y sus
interacciones fueron significativas, debido al atiigimo nimero de grados de libertad del
error. La preparacion del material vegetal mediantceracion (P1) alcanz6 una media
(325'84+ 859'95) superior a la trituracién (P2) (5316@94'42). En la tabla 1.5, figuran los
valores medios de la variable estudiada (d.o.cata pas diferentes variantes ELISA)(E

cuando se utilizan los datos sin considerar el dpgreparacion del material vegetal (P1 +

56



P2) y cuando tan solo se tuvieron en cuenta lasamethtenidas al utilizar el material vegetal

macerado (P1).

Tabla 1.5.- Medias y error estandar residual (ESR) cinco variantes ELISA,
independientemente del tipo de preparacion del mahteegetal o con el material vegetal
macerado.

Media de d.o.c.1

Variantes ELISA  Material vegetal macerado (P1) dviat vegetal macerado y
triturado (P1+P2)

E-Indirecto 11'05 d 012 c
E-Indirecto-b/sa 8629 d 5425 ¢
E-DASI 324'70 ¢ 191'40 b
E-DASI-b/sa 681'00 a* 444'87 a*
E-DAS-b/sa 526'16 b 257'72 b
ESR 813'49 662'94

d.o.c.1 = densidad 6ptica de calculo 1 = d.o. - debtestigo negativo.
* Las medias de la columna con diferente letrai€iin significativamente (P=0'05), segln el métddo
Duncan.

Las comparaciones de medias efectuadas por eldméle Duncan (tabla 1.5)
permitieron diferenciar las variantes ELISA ensagadn tres o cuatro grupos o niveles de
significacion diferentes, segun se comparen lasiasetle todos los valores obtenidos con
cada técnica ELISA o tan sélo los valores obtenelvxada técnica con el materia vegetal
macerado, respectivamente. En ambos casos ELISA-D/AS fue la técnica con media mas
alta y significativamente diferente a las demadSBLI y ELISA-I-b/sa fueron las peores, sin
gue existieran diferencias significativas entraglLa comparacion efectuada exclusivamente
con los datos obtenidos con el método de macerdPibyy permitieron diferenciar a ELISA-
DAS-b/sa de ELISA-DASI. La interaccion ELISA-prepaion del material vegetal (PFfue
significativa, siendo siempre superior la media$AJImaceracion (EP que la de ELISA-

trituracion (ER).

Los resultados de las comparaciones de mediagagas por el método Duncan, para
el estudio del comportamiento de los diferentesptamas de extraccién, se exponen en la
tabla 1.6.
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Tabla 1.6.- Medias de las densidades opticas ealasl(d.o.c.1 y 2) y error estandar residual
(ESR) a partir de los valores de la densidad oOpfiica.) (x 1.000) alcanzada con ocho
tampones de extraccion a diferentes niveles delgras combinaciones ELISA-preparacion
del material vegetal.

d.o.c. 1=d.o. - d.o.n. d.o.c.2=
d.o.-2d.o.n.

Tamp6n de E P Ei P1 E4 P1 E4 P1

extraccion

T1 23177 b 434'60 b 855'00 a 72150 a
T2 8137 d 98'03 e 311'50 d -147'25 d
T3 147'67 ¢ 272'25 d 672'48 b 35273 ¢
T4 215'83 b 461'88 b 825'00 a 68525 a
T5 8310 d 66'89 e 44373 ¢ -1.639'03 f
T6 221'79 b 408'11 b 804'30 a 662'05 a
T7 212'42 b 342'17 ¢ 662'80 b -26370 e
T8 32343 a 522'82 a 87320 a 555'70 b

ESR 32372 286'27 202'06 202'06

Las medias de la columna con diferente letra difim significativamente (P=0'05), segin método de
Duncan.

EP;: Combinacion de cinco tipos de ELISA con dos prapianes de material vegetal.

E;P1: Combinacion de cinco tipos de ELISA con mateegetal macerado.

E4P1: Combinacion de la técnica ELISA-DASI-b/sa omterial vegetal macerado.

T1: AFT+PVP+nicotina T4: TC+PVP+nicotina T6: TrRVP+nicotina
T2: AFT+DIECA T5: TC+DIECA T7: Tris+DIECA
T3: AFT+mercaptoetanol T8: Tris+tmercaptoetanol

Cuando se utilizaron las d.o.c. 1 dePEy E P1, el tampon T8 proporcioné una media
de la variable d.o.c. significativamente superida @e los demas tampones, seguido de T1,
T4, T6, T7 y de T1, T4, T6, respectivamente, nstexndo diferencias significativas en cada
caso entre ellos. Al analizar la media de la coadion E4 P1, no existieron diferencias
significativas entre las medias de la d.o.c. de B, T4 y T6. Solo al utilizar la variable
d.o.c.2 los tampones T1, T4 y T6 se revelaron ceamaces de proporcionar una media
significativamente superior a T8. En general, loagones T2 y T5 alcanzaron valores de la

media mas bajos.
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En la tabla 1.7 se exponen los resultados obtereddos contrastes efectuados entre
las suspensiones decimalesXdempelinusanalizadas mediante la técnica ELISA-DASI-b/sa,
utilizando material vegetal macerado (P1), indepamidmente de los tampones de extraccion
(Tx) y con las suspensiones realizadas en cada ulus @deho tampones ensayados. Cuando
no se tuvo en cuenta el tampén)(Tas cuatro primeras suspensiones de la bad@fjd 0,
10° y 1@ ufc/ml fueron significativamente diferentes ersfe A partir de 1H ufc/ml no se
obtuvieron diferencias significativas con la sigué suspension decimal. También las
suspensiones 10y 1C¢° fueron significativamente diferentes con T1, T4Ty. Con los
tampones T3, T6 y T8 las diferencias se situardreetf y 1. Con T2 sélo existieron

diferencias entre 23/ 10’ y con T5 no hubo diferencias entre dos suspensicosecutivas.

Tabla 1.7.- Contraste entre dos suspensiones desiroansecutivas d¢. ampelinuscon la
técnica ELISA-DASI-b/sa y con el material vegetaamrado, utilizando la variable d.o.c.2
(d.o.-2 x d.o.n.). Valores de la probabilidad dethde significacion.

Suspension ) T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

10°-10" ufc/ml 0'0001 00547 0'0001 00001 00001 0472100@ 03102 0'8263
10-10° ufc/ml 0'0001 00001 0'0445 00001 00001 0'029400@. 00001 0'0001
10°-10° ufc/ml 0'0001 00001 0'6673 00001 00001 0'349100@ 00001 0'0001
10°-10" ufc/ml 0'0001 00002 0'6703 05924 00001 020740932 00003 02371
10%10° ufc/ml 02688 0'8834 08695 05080 05951 025338215 07924 0'6300
10-10° ufc/ml 0'3253 07711 07978 01993 04117 0320204@ 09253 0'8503
10%-10' ufc/ml 0'0072 05816 0'6100 05305 02826 0046534940 03631 05724
10~-10° ufc/ml 0'3037 0'8743 09289 02124 05210 008575298 09382 0'9609

10°-10" ufc/ml 02325 07886 04730 02309 08591 0037641@ 05073 05140

T1: AFT+PVP+nicotina T4: TC+PVP+nicotina T7: TrBHECA
T2: AFT+DIECA T5: TC+DIECA T8: Tristmercaptoetdno
T3: AFT+mercaptoetanol T6: TristPVP+nicotina | Todos los tampones
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1.4. DISCUSION

Aunque las primeras aplicaciones de la técnice&SEL&n la deteccion de bacterias
fitopatdgenas datan de finales de los setenta (€aybdpez, 1978; Vrugging, 1978; Weaver
y Guthrie, 1978; Cother y Vrugging, 1979; SteverBsiantos, 1979), no existe informacion
sobre ensayos comparativos que permitan evalugfidi@ncia de distintos tipos de ELISA,
tampones de extraccion y preparaciones de extraegetales. Todos estos factores deben ser

optimizados en cada modelo para aumentar la skdaide |la deteccién.

La mayoria de los autores coinciden en sefalarlggieistintos tipos de ELISA
presentan una relativamente baja sensibilidad éetkeccion de bacterias fitopatégenas, muy
inferior a la observada en el caso de la detead®wirus de plantas (Clark y Adams, 1977).
Ello puede estar en relacion con el mayor tamafidaslecélulas bacterianas y su mayor

dificultad para fijarse al soporte de las placatSAL(Lopezet al, 1987a).

Los resultados obtenidos en este capitulo sireehade para determinar los métodos

serologicos de interés para la deteccioX dempelinugen el material vegetal.

En nuestro caso, la técnica ELISA-DASI-b/sa (E#) la mejor de todas las ensayadas,
tanto por el nimero total de resultados positidaiemidos como por las superiores densidades
Opticas obtenidas, estadisticamente analizadabaBlemente, esto es debido a la suma de
una serie de efectos favorables, como son la Habilde las inmunoglobulinas policlonales
usadas para fijar el antigeno, la amplificacionlaleeaccion final lograda con el sistema
antiespecie conjugado con biotina y la adicion Ifina también amplificadora de
estreptoavidina conjugada con fosfatasa alcalihbu&n comportamiento de esta variante de
ELISA habia sido comprobado en la deteccién delsvie la tristeza de los citricos (CTV)
(Cambraet al, 1991a).

Las técnicas ELISA indirectas (E1 y E2) fuerondag peores resultados obtuvieron.
Se ensayaron, por su mayor facilidad de realizagiéro, en ambos caso§, ampelinuguvo
gue competir con restos vegetales, otras protei@asigen vegetal, otras bacterias, etc., para

fijarse en la pared del pocillo de una placa ELIEA.este sentido, las técnicas basadas en la
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fijacion del antigeno mediante anticuerpos supoasiema modificacion ventajosa (Clark y

Adams, 1977), ya que realizan una primera seleapi@mejora los resultados.

ELISA-indirecto fue aplicado a la deteccion detbaas fitopatdgenas por Afanador y
Victoria (1981), Civerolo y Helkie (1981) e Yvest al. (1987), que la aplicaron sdlo a
cultivos puros deXanthomonas campestiw. citri y deX. campestrigpv. campestris Lin et
al. (1987) la usaron para la deteccionEfavinia amylovoray, en general, es el método mas
rapido y simple para la identificacion de cultivpsro presenta problemas en su aplicacion a
la deteccion bacteriana en material vegetal, ptiaja afinidad de las bacterias para fijarse a
los pocillos de la placa ELISA y la competicién Ide antigenos a detectar con el material

vegetal de la muestra.

Las diferencias entre las técnicas ELISA en las ga tapizé con anticuerpos
monoclonales o policlonales no fueron importanEsnimero total de resultados positivos
obtenidos parece indicar que la habilidad de ldgw@rpos policlonales, utilizados en las
técnicas ELISA-DASI y ELISA-DASI-b/sa, para atragaK. ampelinusfuera superior a la
mezcla de tres anticuerpos monoclonales ELISA-DAa:bEllo es légico, por el caracter

policlonal de las inmunoglobulinas de un antisuero.

La utilizacion de anticuerpos monoclonales para deteccion de bacterias
fitopatdogenas data de finales de los ochenta éLial, 1987; Yvenet al, 1987; De Boeket
al., 1988; Bishopet al, 1989; De Boer y McCann, 1989) y en los casososmlie se han
obtenido anticuerpos monoclonales de buena espdaifi han desplazado totalmente a los
policlonales, debido a la practica ausencia decreaes cruzadas. Ello es especialmente
importante cuando se utiliza la técnica ELISA emlee no es posible detectar los falsos

positivos.

En nuestro caso, en ELISA-DASI y ELISA-DASI-b/&a especificidad de la reaccion
viene determinada por el anticuerpo monoclonag ytilizacion de policlonales para fijar la
bacteria al soporte so6lo contribuyé positivamerdgapaumentar el nimero de células o

antigenos bacterianos fijados o inmovilizados.
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La utilizacion del sistema de amplificacion derdaccion supuso una mejora que se
observo en los resultados de ELISA-DASI-b/sa capeeto a ELISA-DASI. También esto
justificaria que la media de d.o.c.1 en ELISA-DASabfuera superior a la de ELISA-DASI.

Lin et al. (1987) y Gorriset al. (1989) son las Unicas citas bibliograficas enculas
que hacen referencia a la utilizacion del sistenoéina/estreptoavidina en la deteccion de
bacterias fitopatdgenas. También observaron urenmento de la sensibilidad de la técnica

ELISA-indirecta en la deteccion dwinia amylovoray X. ampelinusrespectivamente.

El tipo de preparacion de las muestras de vica parandlisis serolégico mediante
ELISA, se revel6 como un efecto muy influyente. Gammaceracion (P1) se alcanzé una
d.o.c.1 muy superior a la trituracion (P2). Tambign todas las técnicas ELISA se
obtuvieron mejores resultados al analizar los etdsamacerados. Esta interaccion ELISA-
preparacion se puso claramente en evidencia eéctaca ELISA-DAS-b/sa (E5), ya que,
mientras E5-P1 fue una de las mejores combinacideg&dP2 fue la peor. La forma de
preparacion influyd en la composicion quimica finke los extractos, o que se puso de
manifiesto por las diferencias de coloracién eribe obtenidos con los dos métodos
ensayados. Los extractos triturados fueron masresaue los macerados, ya que con la
trituracion se disgregan tejidos y células (fotak L 1.2). Por lo tanto, se pueden liberar al
medio mayor cantidad de compuestos fendlicos, miéddose mas oxidaciones, que sin duda

pueden interferir en las reacciones de la técnidSA

La trituracion con un homogeneizador de vastagaiege también el troceado previo
de la muestra, por lo que la maceracién durante @6 tampon, aunque e€s un proceso que
retrasa la obtencion de los resultados, es madagmsencilla de preparar y reduce los riesgos
de posibles contaminaciones que pudieran ocurriladnituracion de varias muestras. En
posteriores ensayos, en otros capitulos de la mieeddemoria, se comprobara que la
maceracion de sarmientos de vid naturalmente edest permite con eficiencia la salida al

exterior de antigenos dé ampelinusreconocibles mediante las técnicas ELISA utilazad

Se dispone de escasa informacion sobre la aplictade la técnica ELISA a la
deteccidén de bacterias fitopatégenas en matergdtaede vid. Se us6 en la deteccién de

Xylella fastidiosa(Nomé et al, 1980), mediante extractos molidos de peciolosielry
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nerviaciones, sometidos a centrifugacion, y padelagrobacterium tumefacieren tumores,
pero en este caso se sembraba previamente eltex@éracn medio selectivo y se analizaban,
mediante ELISA, las colonias obtenidas (Biskbpl, 1989).

Los ocho tampones ensayados consistieron en |dicaoion de tres basicos: AFT,

TC y Tris, a los que se les adicionaron tres tg@antioxidantes: PVP + nicotina, DIECA o
mercaptoetanol, que han sido utilizados por distitutores en la deteccion mediante ELISA
de virus o bacterias en material vegetal. Si ssdesla composicion de los cuatro tampones
mas eficientes (T8, T1, T4 y T6), se observa queeties tampones basicos proporcionaron
similares resultados. La adicion de PVP + nicotnaualquiera de ellos proporcioné la
combinacion optima (T1, T4, T6). Ademas, el tampéis dié excelentes resultados cuando
se utiliz6 mercaptoetanol como antioxidante (T&toEnduce a pensar que las diferencias
entre ellos las marcaron mas los antioxidantedapiampones basicos, 1o que es compatible
con la hipotesis de que el factor limitante pudieea la riqueza en compuestos fendlicos,
presentes en gran cantidad en los extractos deEwiceste sentido, PVP + nicotina fue el
mejor de los antioxidantes, seguido de mercaptoktabon la adicion de DIECA se
obtuvieron los peores resultados en conjunto, yaapn T2 y T5 se alcanzaron las medias

mas bajas y con T7 intermedias.

Con el tampén Tris + mercaptoetanol (T8) se obtura d.o.c.1 significativamente
mas alta que con el resto de los tampones ensayadasdo se compararon las medias
globales y también las obtenidas con el materialensalo (EP1). Pero esto tiene un valor
relativo, ya que lo que interesa es conocer qu@danes el mas adecuado para ser utilizado
con la técnica ELISA-DASI-b/sa (E4) y con el tipe greparacion en maceracion (P1). En

definitiva, conocer cual es la mejor combinacionFA-preparacion-tampon.

Con valores de la combinacion ELISA-DASI-b/sa—macén (E4-P1) no existen
diferencias entre T8 y T1, T4 y T6 al compararrteslias de la d.o.c. 1, pero T8 alcanz6 un
valor medio de d.o.c.2 significativamente mas lopje T1, T4 y T6. Estos resultados indican
que el testigo negativo, con el T8, alcanzé unrvalgo mas alto que con los otros tres
tampones, rebajando la media hasta situarla eivahde significacion inferior. Sin embargo,
en otras experiencias a menor escala no incluidass&a Memoria, se observé una buena

eficiencia del T8, por lo que fue seleccionado pa@sacapitulos posteriores.
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Los contrastes efectuados entre dos suspensi@wanales consecutivas mostraron
coémo, en ocasiones, no hubo diferencias signifiaatentre las dos primeras concentraciones
estudiadas. Esto se explica porque a altas coacesties d&X. ampelinug1@ y 10’ ufc/ml)
hay saturacion de antigenos. Conforme desciendeofeentracion de la bacteria, las
diferencias son significativas hasta que éstas venela desaparecer, ya que las
concentraciones de antigenos se sitian por delehjtintite de deteccion del método de
analisis. Esta desaparicion del grado de significaentre los contrastes efectuados con el
método mas eficiente ELISA-DASI-b/sa—maceracion QB4 (tabla 1.7) coincidié con la
primera suspension d¢ ampelinusno detectada (figura 1.5), lo que aporta segurjuhd
definir cual es el limite de deteccion del méta8olo hubo diferencias en tres métodos: E4
P1 T2 y E4 P1 T6, que detectaror? ¥010° ufc/ml, respectivamente (figura 1.5), pero los
contrastes efectuados (tabla 1.7) indicaron en easss que dichos valores estan mas
préximos al negativo que al positivo; con el métédbP1 T7 ocurre lo contrario, ya que el

limite de deteccion se situaria entr8 $a0 ufc/ml.

Los mejores métodos de analisis (combinacionesTE-Permitieron detectar con
fiabilidad 16 ufc deX. ampelinupor ml de muestra final analizada. Ello sittiadassbilidad
de la técnica ELISA en valores proximos a los n&ssibles que describe la bibliografia
(LOpez et al, 1987b) para la técnica IF realizada con antesiem la deteccién dX.
ampelinug(10*-10° ufc/ml).

Otros autores, con otros tipos de ELISA, obtuviesensibilidades similares, como
5.10° células/ml deErwinia amylovora(Lin et al, 1987), 10 ufc/ml de Agrobacterium
tumefaciengBishopet al, 1989), entre 10y 10 células/ml deXanthomonas campestnw.
citri (Civerolo y Fan, 1982), Pacélulas/ml deXylella fastidiosa(Noméet al, 1980), 5.10
ufc/ml de Xanthomonas campestrigv. phaseoli (Afanador y Victoria, 1981), estimadas
analizando suspensiones de cultivo puro de lastiast y entre T0y 1¢ células/ml de
Pseudomonas phaseolicoen hojas de judia (Barzic y Trigalet, 1982)° t@lulas/ml de
Xanthomonas campestrigv. campestrisen hojas de col (Alvarez y Lou, 1985) y°10
células/ml deCorynebacterium sepedonicuem tubérculos de patata (De Boer y McCann,
1989). Se observa que, en todos los casos, la mapsibilidad se sitta en torno & 10

células/ml, y éste parece un limite dificilmentpesable. Unicamente la introduccion de una
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etapa de enriquecimiento previo (Begatral, 1984; Gorriset al, 1994; Gorriset al, 1996a)

ha posibilitado elevar el limite de sensibilidatitalG células/ml, debido a la multiplicacion
selectiva deErwinia carotovorasubsp.atrosepticao deE. amylovoraantes de la deteccion
mediante ELISA. En nuestro caso, al no disponeesifiirmacion sobre medios selectivos
para el aislamiento deX. ampelinus no se ha podido poner a punto la etapa de
enriquecimiento previo que podria mejorar la selid#nl de la deteccion, entre otras causas

por tratarse de una bacteria de crecimiento mug.len

1.5. CONCLUSION

* Se ha puesto a punto un protocolo para la detede®n ampelinusutilizando anticuerpos
monoclonales especificos mediante ELISA-DASI-bafstreptoavidina. EI método
permite detectar dicha bacteria con fiabilidad y cma sensibilidad de 1@fc/ml deX.
ampelinusen material vegetal macerado en los tampones AETQ Tris con 1% PVP-10

+ 2'5% sulfato de nicotina.
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CAPITULO 2



CAPITULO 2.- COMPARACION DE LA EFICIENCIA DEL AISLA MIENTO Y DE
DIFERENTES METODOS DE DETECCION SEROLOGICA DE Xylophilus
ampelinus, EN MATERIAL VEGETAL NATURALMENTE INFECTADO.

2.1. INTRODUCCION

El diagnostico o deteccion fiable de€ ampelinusen material vegetal objeto de
multiplicacion vegetativa, es indispensable paraoeitrol de la enfermedad y para evitar su
diseminacién a larga distancia. En el capitulo raoitese puso a punto una técnica
inmunoenzimatica de deteccidn utilizando anticuemmnoclonales, los cuales confieren al
diagnostico especificidad. No obstante, la técnin&camente fue ensayada con muestras
"artificialmente" infectadas, ya que al materiage®l sano se afiadieron suspensiones de
cultivos puros de la bacteria. Con ello se preteedimparar la eficiencia de distintas técnicas

ELISA para la deteccion sensible deampelinus

En este capitulo se trata de comparar los métddodiagnostico deX. ampelinus
disponibles en la bibliografia, que son el aislaruey la inmunofluorescencia indirecta (IF),
con otros métodos puestos a punto en este trabajoo la inmunoimpresion y ELISA,
aplicAndolos a la deteccion de la bacteria en iahteegetal naturalmente infectado
procedente de vifias enfermas. No se han aplicad@#s de deteccion de acidos nucleicos,
como la amplificacion por reaccion en cadena dmlanerasa (PCR) u otras, ya que cuando
se realizaron los ensayos descritos no habia da@ado ningun gen dX. ampelinusy

actualmente no se dispone todavia de secuenciesisgs publicadas.

Los métodos seroldgicos ofrecen muchas ventajas sttns métodos de diagndstico
rutinario en material vegetal, no sélo en virologegetal (Cambrat al, 1996) sino en
bacteriologia, ya que muchos de los inconvenietets métodos seroldgicos aplicados a
bacterias fitopatégenas (Lopetral, 1987b) han sido superados por la actual disgmtad
de anticuerpos monoclonales. Quedan todavia nup®espectos técnicos y metodologicos
por resolver, especialmente cuando se aplican anltiio como la vid, rico en compuestos

fendlicos (Ribéreau-Gayou, 1968) que interfierenla@mealizacion de muchas técnicas de
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deteccion y en afios en los que no concurren lagigones climaticas necesarias para el

desarrollo de la enfermedad.

La inspeccion visual de sintomas y el aislamiergola bacteria son los Unicos
meétodos aconsejados hasta ahora para la detecnadnpelinugOEPP, 1990). El uso de
técnicas seroldgicas habituales, como IF o ELIS#p staba indicado para identificar
cultivos puros de la bacteria, ya que dichos mé&aaoeran suficientemente sensibles para la
deteccién de la bacteria, especialmente en videtasticas, y ésta puede ser la causa de la
dispersion de la enfermedad por distintas zonasultero con material vegetal portador de

infecciones latentes.

Este capitulo tiene dos objetivos fundamentalegrigiero es validar, en condiciones
de campo, el método ELISA puesto a punto con asfms monoclonales en el capitulo
anterior. ElI segundo objetivo es compararlo condisrentes métodos convencionales y
serologicos, con el fin de poder recomendar el apspiado para una deteccion fiable en

material vegetal infectado p&r ampelinus

Los ensayos se han efectuado en diferentes perwalpetativos de la vid, ya que
interesa disponer tanto de métodos aplicables emaplegetacion como de aquéllos capaces

de detectar la bacteria en parada vegetativa, oussdomercializa el material vegetal.

2.2. MATERIAL Y METODOS

2.2.1. Material vegetal

Para cumplir el primer objetivo, es decir, parora la eficiencia del método ELISA-
DASI-b/sa, puesto a punto en el capitulo 1, endeation deX. ampelinusen material
naturalmente infectado por la bacteria y para coivgr la utilidad del método ELISA en
distintas épocas, se realizaron varios ensayosogravinalmente se describen los resultados
obtenidos en el analisis de 80 sarmientos de ladad Garnacha en otofio, 23 en invierno y
36 en verano. Todos ellos procedian de parcelasgrah@miente infectadas por necrosis

bacteriana, situadas en Tabuenca (Zaragoza). La tenmuestras en campo se realizd
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eligiendo exclusivamente sarmientos que mostralzoscsintomas de necrosis bacteriana o,

por el contrario, sarmientos totalmente asintoroétic

Con el fin de comparar las distintas técnicas Iqaiento, ELISA,
inmunofluorescencia e inmunoimpresion) en el diggno rutinario de la necrosis bacteriana
en vides enfermas (segundo objetivo de este capitak realizaron numerosos ensayos
previos con distintos tipos de material vegetatapa puesta a punto de las distintas técnicas
utilizadas, exponiéndose sélo los resultados fsalbtenidos con 47 sarmientos de la
variedad Garnacha recogidos en invierno y 66 eangerAdemas, se recogieron en abril los
lloros de 40 pulgares de vid de la variedad Gamath toma de muestras en campo se
realizd anotando en cada caso la presencia o aas#msintomas de necrosis bacteriana en
los sarmientos elegidos. Se anotaron como positpellos sarmientos que presentaban
alguna sospecha de sintomas y como negativostasenmte asintomaticos. En el caso de las
cepas de las que se extrajeron los lloros fue adoegbservar los sintomas en las cepas en
invierno antes de la poda, realizando la mismaaani que con los sarmientos.

Un sarmiento muestra consistio en un trozo del misortado desde su insercion al
pulgar y de una longitud minima de tres nudos. Gadimiento fue identificado y conservado
a 4° C hasta el momento de su analisis (foto 4.t lloros-muestra se obtuvieron
directamente de los pulgares de poda, lo mas aaamnte posible en condiciones de campo.
Para ello, se realiz6 una limpieza superficial gldbar con alcohol de 70°. Tras renovar el
corte de poda, se acoplé una goma de latex degsagedesas y didmetro apropiado al grosor
del pulgar. El extremo libre de la goma se unida jeringa de 50 cc. Se estird del émbolo
para producir presion negativa y forzar el pasollded directamente del pulgar a la jeringa.
En ocasiones, para obtener un volumen de llorocisate, fue necesario mantener la
depresioén, lo que se logro evitando el retorncéddbolo de la jeringa mediante un clavo que
atravesaba la espiga del émbolo por su base (Carh®®8). Los lloros asi obtenidos se
introdujeron en recipientes estériles y se mantami@ 4° C hasta su analisis (fotos 2.2, 2.3,
2.4y 2.5).

En todos los casos se utilizaron como controlgmtnes sarmientos de la variedad
Cardinal, procedentes de plantas de Vall de FMadeficia), que habian sido previamente
analizadas y resultaron libres ¥eampelinug/, ademas, estaban cultivadas en una zona en la
gue no ha sido descrita esta enfermedad.
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2.1

Foto 2.1.- Tipo de sarmientos muestra.
Foto 2.2.- Aspecto de los lloros de vid utilizados como muestra.

Foto 2.3.- Material necesario para extraer lloros de vid.
Foto 2.4.- Extraccion de lloros de un pulgar.
Foto 2.5.- Extraccion de multiples lloros en una vifia.
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2.2.2. Cepas bacterianas

Se utilizaron las mismas cepas bacterianas quddssritas en el capitulo anterior
(apartado 1.2.1.). Las concentraciones bacteridaa& ampelinusutilizadas como testigos
fueron 16 ufc/ml en ELISA, 10y 10’ ufc/ml en IF y, como testigo negativo, la concacitin
1% ufc/ml deErwinia carotovorasbsp atroseptica todas ellas en AFT o en agua destilada

estéril.

2.2.3. Métodos de analisis
2.2.3.1. Técnica ELISA-DASI-b/sa

Este método de andlisis se ha descrito detalladanmam el apartado 1.2.4.4. del
capitulo anterior. Para proceder a su analisipalée basal de los sarmientos-muestra fue
troceada en rodajas de aproximadamente 1 mm deagspeediante tijeras de poda. Cuando
el material vegetal mostraba sintomas, se eligitasrzonas afectadas de los tres primeros
nudos, y unicamente del primer nudo en los sarimgeasintomaticos. Las tijeras de poda

empleadas se desinfectaron flameando entre cadstnaue

Cuando se realizaron analisis por la técnica ELERAULliz6 un peso de material
vegetal, que fue introducido en cinco voliumenetadgon Tris 0'5M + 0'2% mercaptoetanol,
macerandolo durante 16 horas en agitacion a tetopa@mbiente. Posteriormente, y antes de
dispensar en las placas ELISA los extractos maosydderon tratados con calor al bafio
Maria durante diez minutos a 100° C, ya que enyemsprevios, no descritos en esta
Memoria, se observo mayor eficiencia de la detecoiédiante ELISA cuando se realizo esta
operaciéon (Cambrat al, 1990).

Los lloros de vid fueron dispensados directamemtdas placas ELISA, sin recibir

ningun tratamiento previo, ya que en ensayos preiras no se mejoraron los resultados al

someter los lloros a tratamiento de calor.
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Se considerd positivo todo aquel resultado cuyssidad 6ptica, medida después de
una hora de haberse dispensado el tampon susitgierd el doble de la densidad 6ptica

media alcanzada con los testigos negativos (f@&p 2.

2.2.3.2. Inmunofluorescencia indirecta (IF)

La preparacion del material vegetal para realipatisis por IF se diferencio de la de
los extractos obtenidos para su utilizacion erétamita ELISA Gnicamente en que los trozos
de sarmiento fueron macerados en agua destiladal.esb habiendo sido sometidos a
tratamiento con calor. La técnica IF empleada fmedéscrita por De Boer (1990), con
pequefias modificaciones. Del material maceradogeia aestilada o de los lloros de vid
obtenidos como se detalla en el apartado 2.2.Mdjspensaron 2@l en dos pocillos de un
portaobjetos para IF (Durviz-Real). Las muestrasdn secadas en una estufa a 40° C y se
fijaron con metanol absoluto durante diez minutastd evaporacion para fijar el antigeno. A
continuacion, se lavaron con AFT y se afiadio laalaede anticuerpos monoclonales (Gorris
et al, 1989) en forma de liquido ascitico diluido 100@n AFT (1/3.000 5C y 1/30.000 7F y
8C) y se incubo durante 30 min a 37° C en camaraeta. Transcurrido este tiempo se lavo
el portaobjetos con agua destilada. Se aplicaropl 22l inmunoglobulinas de cabra anti-
raton conjugadas con isocianato de fluoresceinahiBager Mannheim) a la dilucién de uso
en AFT y se incubaron durante 30 min a 37° C. Rona, se lavo el portaobjetos con AFT y
se monté la preparacion con una disolucién de jefetiaming, que reduce la pérdida de
fluorescencia durante la observacion. La lecturbosggocillos del portaobjetos se realizé en
un microscopio equipado con iluminacion de epifisoencia (Leitz DialuXx 22). Se
considerd que el resultado de IF era positivo coatrds observar 60 campos microscépicos
de un pocillo de IF se contabilizaron mas de 15tdses con morfologia tipica dx.

ampelinusy negativo cuando no fue asi (foto 2.7).

% Glicerol 9'0 ml; AFT 1 ml; p-fenilendiamina 10 mg.
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2.2.3.3. Inmunoimpresion indirecta ELISA (11)

Se utilizé la técnica descrita originalmente pan &t al (1990), con las variaciones
introducidas por Cambrat al (1991b, 1992a y 1994), para el diagndstico ylinaeion de
bacterias en cortes de tejido vegetales. Se eropleaembranas de nitrocelulosa de Q%
(Millipore). Para la preparacion de la muestra (sarmieneosaizaron cortes transversales
limpios con tijera de podar y se presionaron laxisees contra la membrana firmemente
durante unos segundos, hasta lograr una impredidrelta en la nitrocelulosa (foto 2.10). En
algunos casos, fue necesario hidratar previamentmareniento con AFT. Para ello, se
renovaron los cortes de los extremos del sarmiemiestra y se acoplé en uno de los
extremos una goma de latex de paredes gruesasgeme Ise insertd una jeringa que contenia
AFT. A continuacién se presion6 manualmente el dmpara forzar el paso del AFT a través
del sarmiento, hasta que se observo la salida aeyoia de liquido por el extremo libre del
sarmiento (foto 2.11) (Cambra, 1993), método simitd utilizado por Psallidas y
Argyropoulou (1994) para realizar inoculacionesfiardles deX. ampelinusen sarmientos.
Una vez asi rehidratados, se refresc6 de nuevooré ¢ se procedié a realizar las
impresiones. Las membranas impresas en campo @bematorio fueron conservadas a
temperatura ambiente y lugar seco hasta su uso.

La segunda etapa consistio en el bloqueo con olgiédn de BSA al 1% en agua
destilada durante una hora a temperatura ambiedtgamte toda la noche a 4° C. Se aplicé
una ligera agitacion. A continuacion se afiadio ézeta de liquido ascitico de los anticuerpos
monoclonales especificos He ampelinusC, 8C y 7F (Gorrigt al, 1989), diluidos 1/25.000
el primero y 1/50.000 los dos ultimos en AFT. Smubraron las membranas durante 1h 30 min
a temperatura ambiente con ligera agitacion. Ssrdewvtres veces consecutivas en abundante
tampdn de lavado, durante cinco minutos, a temyperambiente y bajo fuerte agitacion. A
continuacion, se afiadieron inmunoglobulinas de acadmti-ratbn marcadas con biotina
(Boehringer Mannheim) a la dilucién de uso en AlBh 6'5% de BSA, y se incubaron 1 h 30
min a temperatura ambiente y bajo agitacion sudvas este proceso, se lavaron las
membranas como se ha descrito anteriormente ya#Gafina solucion 1/5.000 en AFT de
estreptoavidina marcada con fosfatasa alcalinah{@ager Mannheim), incubandose durante
30 min a temperatura ambiente y en oscuridad.\#eda como en los pasos anteriores y, por
altimo, las membranas fueron sumergidas en el tarspétrato (Tris CIH 0'1M + CINa 0'1M

+ ClbMg 5 mM; pH 9'5) al que se le habia afiadi®3 mg de Nitro Blue Tetrazolium
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Foto 2.10.- Impresion de muestras en
membranas de nitrocelulosa.

Foto 2.11.- Método de hidratacion de un
sarmiento muestra.

Foto 2.12 - Revelado de una membrana con
resultados positivos (zonas
tefiidas de oscuro) y negativos.

Foto 2.13.- Detalle de una huella positiva
por inmunoimpresion.




(NBT) y 0'175 mg de Bromo Chloro-Indolyl Phosph&B€I1P) por cada mililitro de tampodn
sustrato. En algunos casos se utilizaron pasBI@i®-NBT (SigmaFast), que fueron disueltas
en agua destilada (1 pastilla/10 ml). Se incubartemperatura ambiente hasta la aparicion de
precipitados violeta-purpura en las huellas imgekalos testigos positivos (fotos 2.8, 2.12 y
2.13). Se paralizo la reaccion con agua corrigggndo finalmente secar la membrana sobre
papel de filtro. Las muestras fueron observadas bap lupa binocular Wild (10-20 x) y

fotografiadas.

2.2.3.4. Aislamientos y caracterizacién bioquimica

Los aislamientos se realizaron de forma clasieatoaron asépticamente porciones
del interior de los sarmientos, situadas en la Zioniée de los chancros o del primer nudo, si
aguéllos no mostraban sintomas. Se dilaceraroguan @destilada estéril y, tras 40 minutos de
maceracion, se realizaron dos diluciones del extrgoe fueron sembradas con un asa en
medio de cultivo LPGA (véase apartado 1.2.1.). loos de vid y sus dos suspensiones
decimales, realizadas en agua destilada estérdesdraron, a su llegada al laboratorio, lo
mas rapidamente posible, para evitar que la coasénv pudiera favorecer el desarrollo de la
flora bacteriana acompafiante. Las placas sembislascubaron invertidas a 25° C. Se
marcaron para descartar los crecimientos bactexiabtenidos a las 48 h de la siembra. Se
realizaron nuevas observaciones de las placas aelgs ocho y 12 dias de la siembra,
escogiendo colonias pequefias, lisas, con coloraaidrilla para su caracterizacion
bioquimica mediante la tincion Gram (negativa),dasa negativa, ureasa positiva en pocas

horas y realizando IF de los cultivos purificadimsd 2.9).

2.3. RESULTADOS

Los resultados obtenidos mediante la técnica EHI&YSI-b/sa utilizando la mezcla

de anticuerpos monoclonales en el analisis de 48fisntos de vid infectados naturalmente

por X. ampelinusy recolectados en tres épocas diferentes, se erpen la tabla 2.1,

comparandolos con los datos de la sintomatologdarghda en cada sarmiento.
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Tabla 2.1.- Comparacion entre sintomatologia olagkrw resultados obtenidos mediante la
técnica ELISA-DASI-b/sa en el analisis de 139 santus de vid recolectados en tres épocas
diferentes, de vides variedad Garnacha en Taby&acagoza).

Otofio Invierno Verano Total
ELISA+ ELISA-  ELISA+ ELISA-  ELISA+ ELISA-  ELISA+ ELISA-
Sintomas + 50 0 5 0 15 0 70 0
Sintomas - 7 23 13 5 4 17 24 45
N° sarmientos 80 23 36 139

Sintomas +/- : Presencia de claros sintomas desisdacteriana / ausencia total de sintomas.
ELISA +/- : Presencia / ausencia de reaccion.

La técnica ELISA permitié detectarxa ampelinusen todos los sarmientos analizados
que tenian sintomas claros de necrosis bacteriadependientemente de la época de su
recoleccién. Ademas, de los 69 sarmientos analizgdgue tenian aspecto sano, en 24 se
detectdX. ampelinussegun los resultados obtenidos por la técnic®ELEsto significa que
un 34'8% de los sarmientos sin sintomas analizlagosn encontrados positivos. El invierno

fue la época en que se detet@mpelinuen mas sarmientos asintomaticos.

Los resultados obtenidos con los aislamientosnylas distintas técnicas serologicas
para el diagnostico de la necrosis bacteriana emieatos naturalmente infectados,

recolectados en invierno y verano, figuran endatat 2.2 y 2.3, respectivamente.

En invierno, de los 16 sarmientos en los que ermprurtipio se habian observado
sintomas sospechosos de necrosis bacteriana,ltaarséiete de ellos se detectd la bacteria.
Ello pudo ser debido a la confusion en los sintoemaafios poco favorables para su expresion
0 a una baja concentraciébn de ampelinusen esas muestras. Sin embargo, en cinco

sarmientos asintomaticos se obtuvo algun resuladwdogico positivo.

La dificultad para obtener impresiones en las nramds de nitrocelulosa a partir de
vides en parada vegetativa hizo que soOlo se arafizenediante inmunoimpresion 18
sarmientos de los 47 recolectados en esta éposacihoo resultados positivos obtenidos

mediante inmunoimpresion correspondian a muestoas sintomas sospechosos y cuyo
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diagndstico también fue positivo utilizando otrasnicas seroldgicas. En tres de ellos fue

posible aislar la bacteria.

De todos los aislamientos realizados a partimdentuestras recolectadas en invierno,

s6lo se detect®. ampelinugen cuatro sarmientos.

Tabla 2.2.- Resultados del andlisis con diferetéesicas para la deteccion He ampelinus
en 47 sarmientos de vid variedad Garnacha recdlestan invierno de vides enfermas en
Tabuenca (Zaragoza).

N° muestras Sintomas ELISA IF Il Aislamiento
3 + + + + +
2 + + + + -
1 + + + - +
1 + + + - -
1 - + + - -
1 - + + nd -
3 - + - nd -
9 + - - nd -
10 - - - - -
16 - - - nd -
N° total 16 12 9 5 4
positivos

+/- : Presencia o ausencia de sintomas sospeclmwdeggeaccion, o de colonias tipo.
nd : No determinado.

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay, tipo DAS%a.

IF : Inmunofluorescencia indirecta.

II': Inmunoimpresién indirecta ELISA-b/sa.

En verano (tabla 2.3), se recolectaron y analiz&g® sarmientos. De los 29 con
sintomas sospechosos de necrosis bacteriana s#ddenel6 la presencia de antigenoxXde
ampelinusmediante la técnica ELISA-DASI. Por lo tanto, BBmsientos, en los que se habian
apreciado sintomas sospechosos, fueron diagnassicamno sanos y las causas de esta
discrepancia podrian ser similares a las antes mawl@s. En cinco de los 38 sarmientos

asintomaticos se obtuvo algun resultado serolquisitivo.
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En vides con savia, existieron también problenaa pograr buenas impresiones en
membranas de nitrocelulosa, por lo que en ocasidmesnecesario inyectar AFT. Se
analizaron 38 muestras mediante inmunoimpresiotensndo tres resultados positivos,
todos ellos en sarmientos con sintomas y diagmakitc como enfermos utilizando las otras

técnicas serologicas.

Tabla 2.3.- Resultados del analisis con diferetéesicas para la deteccion He ampelinus
en 66 sarmientos de vid variedad Garnacha recdiestan verano de vides enfermas en
Tabuenca (Zaragoza).

N° muestras Sintomas ELISA IF Il Aislamiento
3 + + + + -
6 + + + nd -
1 + + + - -
1 + + - - -
1 + + - nd -
1 - + + - -
4 + - + - -
3 - + - nd -
13 + - - - -
15 - - - - -
18 - - - nd -
N° total 29 16 15 3 0
positivos

+/- : Presencia o ausencia de sintomas sospeclmwdeggeaccion, o de colonias tipo.
nd : No determinado.

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay, tipo DAS%a.

IF : Inmunofluorescencia indirecta.

II': Inmunoimpresién indirecta ELISA-b/sa.

Como era de esperar, no se logré aislar la bactami ninguna de las muestras

recolectadas en esta época.

Los resultados obtenidos con distintas técnicaanddisis aplicadas a lloros de vid se
exponen en la tabla 2.4. Debido a las condiciofiesticas de Aragon, y especialmente en
los afios secos, las vides lloran muy irregularmenteluso llega a producirse el desborre de
las yemas sin llorar. Estas circunstancias de aegeambios bruscos de temperatura en la

época de los lloros han influido negativamenteaeretoleccion de lloros. No se han podido
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obtener lloros de todas las cepas previstas ematdfipacion del experimento, a pesar de

haberse realizado incluso un riego a las cepagielssopara recolectar los lloros, trasladando
un camion-cuba a la parcela objeto de la toma destras, y a pesar de haberse favorecido la
salida de los lloros ejerciendo una depresion guilgar con una jeringa, como se describe en
el apartado 2.2.1. En total, se obtuvieron llades40 cepas: 14 de ellas con sintomas de

necrosis bacteriana y 26 de ellas asintomaticas.

En ninguna de las muestras de lloros tomados pesag sarmientos asintomaticos se
detectd la presencia d¢. ampelinus ya fuera mediante técnicas seroldégicas 0 mediante
aislamiento. En cambio, de los 14 lloros de pulgaiiados en brazos de cepas con sintomas
de necrosis bacteriana antes de la poda, los iangéiga detectaX. ampelinusconcluyeron
gue en seis casos se detectd la presencia derm#tigeX. ampelinugnediante las técnicas
ELISA-DASI e IF; en tres casos se detectd sOloFId6SA y en uno solo por IF; s6lo en un
caso se detectd su presencia mediante todos laslosétincluido el aislamiento. En tres

muestras procedentes de cepas con sintomas ntes®de ampelinusi sus antigenos.

ELISA-DASI fue la técnica que proporciond mas Heglos positivos en el analisis de
los lloros procedentes de cepas con sintomas (108&duida de la inmunofluorescencia

(8/14). El aislamiento a partir de lloros se mogingo efectivo (1/14).

Tabla 2.4.- Resultados del analisis con diferetéesicas para la deteccion He ampelinus
en 40 lloros de vid variedad Garnacha de viflageae en Tabuenca (Zaragoza).

N° muestras Sintomas ELISA IF Aislamiento

1 + + + +

6 + + + -

3 + + - -

1 + - + -

3 + - -

26 - - - -

N° total 14 10 8 1
positivos

+/- : Presencia o ausencia de sintomas, o de éeaeride colonias tipo.
ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay, tipo DAS%a.
IF : Inmunofluorescencia indirecta.
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En la tabla 2.5 se resumen y contrastan los estgdt obtenidos con las técnicas
ELISA e IF, que fueron las que mejores resultadapgrcionaron analizando sarmientos,

recolectados en invierno y verano, y lloros de vid.

Tabla 2.5.- Comparacion de resultados mediante d&&nida ELISA-DASI e
inmunofluorescencia indirecta (IF) en el analistss rduestras de vid variedad Garnacha en
diferentes periodos vegetativos.

Invierno Verano Lloros Total
ELISA + ELISA - ELISA+ ELISA - ELISA+ ELISA- ELISA+ ELISA-
IF + 9 0 11 4 7 1 27 5
IF - 3 35 5 46 3 29 11 110
N® total 47 66 40 153

muestras

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay, tipo DAS%a.
IF : Inmunofluorescencia indirecta.
IF y ELISA +/- : Presencia / ausencia de reaccion.

Con la técnica ELISA-DASI se ha obtenido el maydmero de resultados positivos:
38 de 153 analisis realizados (24'8%). Estos @dost son similares a los obtenidos con la
técnica IF: 32 de 153 (20'9%). Ademas, entre artdgascas existe un alto porcentaje (89'5%)
de resultados coincidentes. No obstante, el 7'2%sleesultados obtenidos fueron positivos
mediante ELISA y negativos por IF. En la situac@mntraria, es decir, positivos por IF y

negativos por ELISA se encontraban un 3'3% de laesimnas analizadas.

En la tabla 2.6 se exponen los resultados obterpdo<ELISA-DASI en todos los
analisis descritos en este capitulo, comparandmndos sintomas observados. En el 78'4%
de los 292 analisis coincidieron la apreciacionséf@omas con los resultados ELISA. El
namero global de positivos visuales fue de 129 yliamge ELISA-DASI fue de 132. No
obstante, en un 23'3% se apreciaron sintomas desigebacteriana y el diagndstico mediante
ELISA fue negativo, mientras que en el 20'2% dedasnientos asintomaticos se obtuvo

resultado positivo por ELISA.
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Tabla 2.6.- Comparacion de resultados obtenidosiamid la técnica ELISA-DASI vy la
apreciacion visual de sintomas en sarmientos dariadad Garnacha.

Experimento 1 Experimento 2 Total
ELISA + ELISA - ELISA + ELISA - ELISA + ELISA -
Sintomas + 70 0 29 30 99 30
Sintomas - 24 45 9 85 33 130
ls\l;rtrggtos 139 153 292

Sintomas + : Presencia de claros sintomas de mebaxteriana (experimento 1) o de sintomas
sospechosos (experimento 2).

Sintomas - : Ausencia total de sintomas (experiosehty 2).

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay, tipo DA%a.

ELISA +/- : Presencia/ausencia de reaccion.

2.4. DISCUSION

Las circunstancias climéticas acaecidas durantedhzacion de todos los andlisis
expuestos en este capitulo fueron poco favoreceg@a la expresion de los sintomas de la
necrosis bacteriana de la vid. Los datos pluviokwdr de la estacion meteoroldgica de
Carifiena (Zaragoza) se exponen en el capitulogs@eMemoria y son representativos de la

sequia soportada en Aragon, incluso a nivel nakidoeante la década 1985-1995.

Los resultados obtenidos mediante la técnica ELIBYSI confirmaron las
apreciaciones visuales en la mayoria de los asé@esplantas con sintomas claros de necrosis
bacteriana. Los chancros longitudinales, oscuiitsados en la base de los sarmientos (tres
primeros nudos) fueron los sintomas mas caradtedsy especificos de la enfermedad, pero
la manifestacion de sintomas de la enfermedad aosiempre clara. En vides enfermas
situadas en zonas de cultivo de baja pluviometui@,frecuente encontrar exclusivamente
sintomas descritos como sospechosos de ser causad®s ampelinus como aborto de
yemas, brotaciones débiles, chancros pequefogosigdalta de lignificacion del sarmiento,

etc., confundibles e incluso enmascarados con liogorsas producidos por otras
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enfermedades y accidentes climaticos como el graNia se dieron en primavera condiciones
climaticas para que se desarrollara la fase fal@rla enfermedad. Ello favorece que la
observacion de sintomas esté sujeta a errores (OEFB) y explicaria el relativamente
elevado porcentaje (23'3%) de sarmientos considsraon sintomas sospechosos en los que
no fueron detectados antigenosXleampelinuspor ELISA (tabla 2.6). Por lo tanto, resulta

imprescindible el analisis en laboratorio para rordr la presencia de la bacteria.

Mediante la técnica ELISA-DASI, el 34'8% de lognsi@ntos de aspecto sano
recolectados en parcelas afectadas fueron diagadess como enfermos (tabla 2.1).
Porcentajes elevados de infecciones en sarmieatuss gecolectados de vides enfermas se
citan en la bibliografia, como el 28% en FrancimléR1985) y entre el 32 y el 50% en Grecia
(Panagopoulos, 1987). Realizando esa misma coni@arantre sintomas y resultados
obtenidos con ELISA en el conjunto de los 292 aisilrealizados en este capitulo, el
porcentaje fue del 202% (tabla 2.6). Los resubaddtenidos mediante ELISA con
sarmientos recolectados en vifias enfermas sonerthsrcon los obtenidos por otros autores
(Fiori et al, 1996) e indican que esta técnica es valida jzalkile con material vegetal en

cualquier época del afio, independientemente dspgci externo.

La técnica que presentd mayores problemas dezaermin practica fue la
inmunoimpresion. Un sarmiento de vid es un mateegletal lefioso que se agosta en otofio-
invierno, lo que dificulta la obtencién de impress en membranas de nitrocelulosa,
necesarias en la realizacion de estos andlisisinéarno, con los sarmientos en parada
vegetativa, fue necesario hidratar artificialmdagesarmientos. En verano, con los sarmientos
ya lignificados, s6lo se obtuvieron buenas impmessoen alguna ocasion, apoyando la seccion
del sarmiento en la membrana, inmediatamente degjriéealizar el corte para separarlo de
la cepa. Esto complicé la realizacion de la técrdeainmunoimpresion y desvirtud la
deteccion de la bacteria en una determinada seambrsarmiento, que era uno de los
objetivos a alcanzar con dicha técnica. Sin emhaegta técnica pudiera ser util con
sarmientos en estado herbaceo, recogidos en ebpezntre la brotacion y la lignificacion de

los mismos.
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Mediante inmunoimpresion se obtuvo un numero decgaines deX. ampelinusnas
bajo que con las otras dos técnicas serologicadSfle IF). Todos los sarmientos
diagnosticados como enfermos mediante inmunoingmesiostraban sintomas de necrosis
bacteriana, y mediante las técnicas ELISA e IF thmbe habian detectado antigenos de la
bacteria. Contrariamente, no todos los sarmientgmdsticados como enfermos por ELISA e
IF lo fueron por inmunoimpresion (tablas 2.2 y 2.8pn las dificultades indicadas, esta
técnica es utilizable durante todo el afio, aungueldiene un nivel de deteccion inferior al
obtenido con las otras dos técnicas seroldgicasolb&tante, por su rapidez, sencillez y
posibilidad de uso en campo, puede ser utilizada [zaconfirmacion rapida en casos de
sintomatologia dudosa o para la toma de muestraseenbranas en campo y su posterior

envio a laboratorio para su analisis.

Los resultados obtenidos confirman que el aislamies una técnica que solo puede
utilizarse en la deteccion dé ampelinudurante una parte del afio y inicamente tiene éxito
en muestras con sintomas de la enfermedad, loimita bastante su utilidad. El nivel de

deteccion fue similar al obtenido con inmunoimpbasi

La dificultad de aislamiento d¢. ampelinuses achacable a que suele ir acompafnada
en los tejidos enfermos de otras bacterias de norexgio mas rapido, lo que impide su
crecimiento, o éste queda enmascarado (Ridd, 1983; Lopezt al, 1987b; Panagopoulos,
1987). No fue posible el aislamiento & ampelinusen verano, época en que la flora
acompafiante es abundante (foto 2.15). Sdélo se éxito realizando aislamientos en
sarmientos recolectados en invierno y en un cgsarta de lloros de vid (fotos 2.16, 2.17 y
2.18). Ademas, en todos estos casos, las muestr@ tsintomas de la enfermedad, habian
sido diagnosticadas mediante las técnicas ELISA €edmo enfermas y, en su mayoria,

también lo habian sido en los andlisis medianteimoimpresion.

Los resultados obtenidos con las técnicas ELISR fuéron similares entre si. Entre
ambas técnicas existié un alto porcentaje de east coincidentes (89'5%) (tabla 2.5). Las
diferencias observadas podrian achacarse a sihgscprdéximas al limite de deteccion de las
técnicas, o explicarse por la mayor sensibilidadiga técnica con respecto a la otra, o bien
por el hecho de que mediante diferentes técnicdeteeten diferentes tipos de antigenos. En

efecto, mediante ELISA se detectan fundanhmetste antigenos solubles que no son
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detectados por IF y, al contrario, los antigenam&iros son mas facilmente detectados
mediante IF. En el capitulo anterior de esta Meay@nalizando muestras "artificialmente"
infectadas, se obtuvo mediante la técnica ELISAsevsibilidad de foufc/ml, ligeramente

inferior a la sensibilidad alcanzada {20’ ufc/ml) con la técnica IF utilizando antisueros en

la deteccion d&. ampelinugLopezet al,1987b).

En el capitulo anterior, también se puso de matdi&a gran influencia que tienen los
métodos de extraccion utilizados con un vegetatitamen compuestos fendlicos, como es la
vid. Con la maceracion de trozos de sarmientopsearon al tampdn menores cantidades de
esos compuestos no deseables y restos vegetalesugndo la extraccion se realizé por
homogeneizacion, obteniéndose mejores resultados lao técnica ELISA y menor
fluorescencia secundaria en la técnica IF. Es sjbe, a pesar de ello, la cantidad de
compuestos fendlicos siga siendo importante y digtoe los resultados obtenidos, tanto con
la técnica ELISA como con IF, lo que explicaria tiferencias observadas ya comentadas,
que ademas podrian también justificarse ante elhchede realizarse una lectura
espectrofotométrica objetiva en el caso de la ¢é&critLISA y una lectura visual al

microscopio, y por tanto subjetiva, en el casorde |

Seria, por tanto, necesario poner a punto un mé&odgermitiera extraer la bacteria
sin romper tejidos y células, con lo que los extrmtendrian un menor contenido en fenoles y
en restos vegetales, y la deteccion mediante hacgELISA tendria mayor sensibilidad y
proporcionaria, por lo tanto, resultados mas febRosiblemente, se reduciria también parte
de la fluorescencia secundaria en la técnica IFerfél, un método no destructivo podria

tener interés adicional.

Independientemente de estas discrepancias, corsagbacas serolégicas se obtuvo
mayor numero de deteccionesXleampelinugjue con las otras técnicas ensayadas y, como se
indicaba anteriormente, pueden utilizarse con ri@teegetal recolectado en cualquier época
del afio e independientemente de su aspecto extierrqye abre nuevas posibilidades al

control de la bacteria y a la seleccion sanitagigadvid.
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2.5. CONCLUSIONES

La sintomatologia de la necrosis bacteriana dédian@ siempre es clara. Se ha observado
gue el diagndstico basado en la observacion vigiaintomas puede estar sujeto a errores

que podrian tener importantes repercusiones pa&ctic

El aislamiento de la bacteria ha resultado difi@al,que practicamente sélo se tiene éxito
con sarmientos que presenten chancros caractesistee la enfermedad, recolectados en

invierno o con lloros de vid.

La dificultad para obtener huellas de la secciommasarmiento lignificado o agostado en
una membrana de nitrocelulosa limita la realizaciéra técnica de inmunoimpresién. No
obstante, puede ser una alternativa rapida paracaonéirmacion de la etiologia de

sintomas dudosos.

Las técnicas ELISA e IF utilizando anticuerpos nuowales especificos @& ampelinus
han resultado validas y fiables, en cualquier epletario, para el andlisis de sarmientos de
vid naturalmente infectados o lloros. Ello abre vase posibilidades al diagndstico y
deteccion de esta bacteria de cuarentena con di@eseleccion sanitaria o control del

estado sanitario del material vegetal.
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CAPITULO 3



CAPITULO 3.- PUESTA A PUNTO DEL LAVADO INTERNO DE S ARMIENTOS
PARA LA EXTRACCION DE Xylophilus ampelinus Y SU DETECCION MEDIANTE
TECNICAS SEROLOGICAS. COMPARACION CON OTROS METODOS.

3.1. INTRODUCCION

En el capitulo 1, se compararon cinco métodos nmuanzimaticos de deteccion ¥e
ampelinusy dos métodos de extraccion de la muestra, coectityque con la técnica ELISA-
DASI-b/sa y el método de extraccion basado en leeragion de finas rodajas del sarmiento
en tampdn (Cambrat al., 1992) se obtenian los mejores resultados. La meiéerse mostro
como un método de preparacion del material vegetgl superior al de la trituracion para ser
utilizado en los analisis ELISA. No obstante, ecagitulo 2 se encontraron diferencias entre
los resultados de los analisis mediante IF y ELifilizando extractos de maceracion en agua
estéril y parte de estas diferencias también pusdemachacadas a los compuestos fenolicos

existentes en los extractos macerados de los s@omide vid.

Los sarmientos de vid tienen una estructura iateue permite el paso de liquidos si
se ejerce presion en uno de sus extremos (Sgeaty 1987; Tyree y Ewers, 1991). El uso de
bombas de vacio para forzar el paso de liquidav@&s$rde un vegetal habia sido utilizado para
el diagnéstico deXylella fastidiosaen vid (Bazziet al, 1990; Scortichini, 1991), en
melocotonero (Frenckt al., 1977) y en citricos (Hopkins, 1988) y para el diégiito de
Agrobacterium tumefaciersn vid (Bazziet al, 1987), aplicando para la deteccion técnicas
microscoépicas, espectrofotométricas, de aislamignteerolégicas. También habia sido
utilizado como método de inoculacion artificial deampelinusen material vegetal que iba a
ser tratado con agua caliente (Psallidas y Argyutijues, 1994). En el capitulo 2 se utilizo el
vacio o presion ejercido por una jeringa de 50ara pbtener lloros de vid directamente de
los pulgares de la cepa y para hidratar el intat@otos sarmientos, permitiendo asi obtener
huellas de secciones de sarmientos en membranasitrdeelulosa. Los extractos asi
obtenidos fueron transparentes, lo que posiblemémdea un bajo contenido en los
compuestos fenolicos. Por ello, se ha trabajadia @uesta a punto de un nuevo método de
extraccion deX. ampelinusbasado en el lavado interno del sarmiento, fataaei paso del
tampén a través de los vasos del mismo. Ello permittener un extracto mas limpio y

transparente, que podria evitar la adicion de =idizmtes y el tratamiento con calor y que
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permitiria, por tanto, utilizar los mismos extractpara su analisis mediante las técnicas
ELISA e IF.

En este capitulo se pretende comparar los ressltatitenidos mediante la técnica
ELISA-DASI-b/sa, utilizando dicho método de extiaog denominado de lavado interno, y
comparar los resultados obtenidos con el de la raciéa, que fue el que mejores resultados
proporciond en los ensayos anteriores. Para elitesgearon ensayos en dos épocas, invierno
y verano, para delimitar la cantidad de tampon @alde para lavar internamente las muestras

de sarmientos de vid en reposo y en plena vegetdeida cepa.

3.2. MATERIAL Y METODOS

3.2.1. Material vegetal

Se recolectaron 48 sarmientos de la variedad Glaan&4 en parada vegetativa (E1),
en enero, y 24 en plena vegetacion de la vid (&R2)ulio. Las caracteristicas de los mismos

se muestran en la tabla 3.1.

Durante el afio de ejecucién del experimento (19%f) como durante los afios
anteriores no se dieron las condiciones climaf@aagrables para el desarrollo de sintomas de
la necrosis bacteriana en Aragén, con unas plutidéase primaverales y anuales
sensiblemente mas bajas que las medias histotadaa 8.2.). Este hecho obligoé a considerar
como con sintomas negativos exclusivamente aqushlosiientos recolectados en cepas
cultivadas en condiciones controladas, que gamotizla exencion d¥. ampelinuscomo
con sintomas dudosos aquellos sarmientos asintmaatcolectados en parcelas enfermas y
como con sintomas positivos los sarmientos que ratmst sintomas sospechosos Xe

ampelinus

Los sarmientos fueron conservados a 4° C durangerdndo maximo de una semana

hasta su andlisis.

88



Tabla 3.1.- Caracteristicas de los sarmientos dl@®ila variedad Garnacha utilizados como
muestras.

Epoca Sarmiento Sintomas Origen
1,2,3,4 +
7,8,9, 10 +
Tabuenca (Zaragoza
13,14, 15 N (Zaragoza)
Enero () 19, 20, 21 +
5,6, 11 -/ +
12, 16, 17 S+ Tabuenca (Zaragoza)
18, 22, 23, 24 - Cultivo en maceta en
invernadero
25, 26, 27, 28, 29 +
30,31, 32, 33, 34 + Tabuenca (Zaragoza)
Julio (EZ) 35, 36, 37 +
38, 39, 40, 41, 42, 43 -1+ Tabuenca (Zaragoza)
44, 45, 46, 47, 48 - Cultivo en maceta en
invernadero

+  Sarmientos en los que se apreciaron sintomaedogsos de necrosis bacteriana.
-/+ Sarmientos asintomaticos recolectados en \afilermas.
- Sarmientos de cepas sanas cultivadas en macataeenadero.

Tabla 3.2.- Estaciobn Meteoroldgica de Carifienag@eaza). Pluviometria registrada durante
los afios 1992, 1993 y 1994.

Afo Ene. Febr.Mar. Abr. May. Jun. Jul. Agos.Sep. Oct. Nov. Dic. Anual

1992 2'8 88 183 9'7 433 698 87 253 21'6 124141 178 3543
1993 00 176 172 165 34'8 239 1'8 78 604 73820 93 2745
1994 75 231 95 209 382 0'0 850 225 41'8 78838 21 3819

Medi?‘ 37'9 32'8 422 482 724 659 320 35'8  42'3 40'30'83 54'9 5355
histérica*

* Media histérica calculada con los datos de 30sdbe Leoret al, 1987).
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3.2.2. Descripcion del método de lavado interno dsarmiento

Se utilizaron como muestras, porciones de sarmidatuna longitud de uno o dos
nudos (2-3 entrenudos completos). En un extrenla deuestra se acoplé una goma de latex
de paredes gruesas y de un diametro de luz adealgdusor del sarmiento, que se conecto a
Su vez a una jeringa de plastico de 50 cc, de pwatecoconica. El extremo libre de la
muestra se introdujo en un vaso de precipitadocquéenia la cantidad de tampon a ensayar
en cada caso para el lavado interno. Sin extraaukstra del tampon, se estiré del émbolo de
la jeringa hasta el maximo, produciendo vacio, pirasdo asi el tampén a través del
sarmiento hasta la jeringuilla. Para impedir etosdso del émbolo, éste se mantuvo fijo
atravesando la espiga del émbolo con un clavo m@® Ique el diametro de la jeringa
(Cambra, 1993). Asi se obtuvo una depresiéon maxinal del orden de 0'088 MPa, valor
del mismo orden que la presion ejercida por ladaita vid al inicio de la brotacion (Sperry
et al, 1987). En las fotos 3.1 a 3.10 se puede obseoradetalle y paso a paso este método

de lavado interno en los sarmientos.

3.2.3. Métodos de extraccion

Cada uno de los 48 sarmientos sirvio para efedtgasiguientes tipos de extraccion

de antigenos d¥. ampelinus

a) Se trocearon porciones basales de cada sapng@anfinas rodajas o, cuando
fue posible, aquellas zonas del sarmiento que afmstrsintomas, hasta obtener al menos 1 g.
Una parte se macer6 durante una noche (16 h) taciégi (1/5 p/v) con tampdn Tris 0'5 M +
0'2% de mercaptoetanol (M6) y la otra con agualfigica tamponada (AFT) (M7). Los
extractos asi obtenidos se emplearon directamantetécnica de IF o fueron dispensados en

pocillos de placas ELISA, previo tratamiento a 10@%urante diez minutos (bafio Maria).

b) La porcién inmediatamente superior a la pare&vipmente troceada de cada
sarmiento, que contenia uno o dos nudos, se uphza aplicar el método de lavado interno
en cuatro ocasiones consecutivas, utilizando cada&vnl de AFT, recogiendo por separado

las cuatro fracciones de lavado (M1, M2, M3 y M4i. quinto extracto de lavado fue
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32

Lavado interno de sarmientos:

Foto 3.1.- Renovacion de los cortes del
sarmiento muestra.

Foto 3.2.- Ajuste de una goma de latex.

Foto 3.3.- Insercion de una jeringa de 50 cc.

Foto 3.4.- Introduccion del extremo libre del
sarmiento en tampoén.

Foto 3.5.- Depresion inicial (0°088 MPa) por
elevacion del émbolo.

Foto 3.6.- Un clavo evita el retroceso del
émbolo, manteniendo la succion.

91



3.10

39

Lavado interno de sarmientos:

Fotos 3.7, 3.8 y 3.9.- Detalles de la
aspiracion del tampon
a través del sarmiento.

Foto 3.10.- Lavado interno de un grupo de
sarmientos. Realizacion rutinaria
del método.

Foto 3.11.- Aspecto comparativo de los
extractos obtenidos por lavado
interno (izquierda), maceracion
(centro) y trituracion (derecha).
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obtenido mezclando 1 ml de cada fraccion de laviadguie representd la fraccion de 0-12 ml,
equivalente al lavado del sarmiento con 12 ml d& QA¥5). Los productos de los diferentes

lavados se dispensaron directamente en placas BLEWportaobjetos de IF.

En resumen, de cada sarmiento se obtuvierondtes extractos o productos de lavado

interno que se indican en la tabla 3.3.

Tabla 3.3.- Métodos de extraccion y su utilizacion.

Método_ de Caracteristicas Técnica
extraccion
M1 Fraccion de lavado 0-3 ml de AFT ELISAe IF
M2 Fraccion de lavado 3-6 ml de AFT ELISA e IF
M3 Fraccion de lavado 6-9 ml de AFT ELISAe IF
M4 Fraccion de lavado 9-12 ml de AFT ELISAelF
M5 Fraccion de lavado 0-12 ml de AFT ELISAe IF
(M1+M2+M3+M4)
M6 Maceracion 16 h Tris + mercaptoetanoly  ELISA

bafio Maria a 100° C 10 min

M7 Maceraciéon 16 h en AFT IF

3.2.4. Métodos de andlisis seroldgico

3.2.4.1. Técnica ELISA-DASI-b/sa

En el apartado 1.2.4.4. de esta Memoria, se thesdatalladamente la técnica ELISA-

DASI-b/sa asi como los anticuerpos utilizados.
Cada muestra se analiz6 en dos microplacas despano (PolySorp, Nunc),

previamente sensibilizadas con inmunoglobulinasXanampelinusSe introdujo un volumen

de 100 ml por pocillo, dispensando dos pocillosglaca de cada uno de los seis extractos o
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productos del lavado interno (M1, M2, M3, M4, M5Mp) (tabla 3.2), obtenidos de cada
sarmiento. En cada placa se introdujo, como tesiipitivo, una suspension de®1fc/ml de
X. ampelinusen AFT y, como testigos negativos, el extractar@deeracion de vifia sana en
Tris + mercaptoetanol al que se le afiadi6 una ssipede 1®ufc/ml deErwinia carotovora
subsp.atrosepticay el extracto obtenido por lavado interno de uimsanto sano al que se le

adicioné la misma cepa @e carotovorasubspatrosepticay a idéntica concentracion.

En estos andlisis, se consideraron positivos bExgughlores de la densidad 6ptica
(d.o.) que superaron el doble del valor medio dé.¢a alcanzada por los testigos negativos

respectivos.

3.2.4.2. Inmunofluorescencia indirecta (IF)

Se utilizd, como técnica de contraste, la inmwww#scencia (IF), tal y como se
describe en el capitulo 2 de esta Memoria, ya @usidio la técnica mas utilizada para la

deteccion d&. ampelinugor distintos autores (Rid# al, 1977a; Lopeert al, 1987b).

Se analizaron seis de los extractos o productdawv@elo interno obtenidos de cada
sarmiento (M1, M2, M3, M4, M5 y M7) (tabla 3.3). 8spensaron 4l de cada uno en dos
pocillos de un mismo portaobjetos (diez pocillosipabjetos), incluyendo testigos positivos y
negativos. Estos fueron los mismos que se utilizano la técnica ELISA, a excepcion del

testigo negativo de los extractos macerados (Mvyue la viiia sana fue macerada en AFT.

Los resultados de IF se clasificaron segun elesige criterio tras observar 60 campos

en dos ejes perpendiculares de cada pocillo dedagbjetos:

+++ > 10 bacterias/campo
++ 1-9 bacterias/campo
15-59 bacterias/60 campos

+  +

< 15 bacterias/60 campos
- 0 bacterias/60 campos
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Cuando se contabilizaron mas de 15 bacterias/6fpa@s en un pocillo de IF, se

considero el resultado como positivo.

3.2.5. Métodos de analisis estadistico

Con los valores de la d.o. obtenidos mediantédaita ELISA-DASI, se realizd un

andlisis de varianza segun el siguiente modelonréteo:

@ijmn =+ E + B + Py ¥ Sa) + PKiG) T Mm + EMim + En (jkim)

donde la d.o. (rmn) S€ descompone en nueve términos:
K = media general.
E = efecto de la época “i” (fijo).
P @ = efecto de la pareja de placas “j” dentro deplacé “i".
P« i = efecto de la placa “k” dentro de la pareja deasb “j” y de la época “i".
S (j = efecto del sarmiento “I” dentro de la parejgptbeas “j" y de la época “i".
psa ) = efecto de la interaccion de la placa “I” y dairsiento “k” dentro
de la pareja de placas “j" y de la época “i".
Mm = efecto del método de extraccion o de lavadanotém” (fijo).

EMin, = efecto de la interaccién de la época “i” cométodo “m”.
€n (jkm) = efecto individual de cada d.o. y de otros efecto controlados o residuales,

como son las interacciones del efecto factoriatpd@de extraccion con los
jerarquicos pareja de placas, placa y sarmiensotsigle interaccion placa,

sarmiento y método de extraccion, que se consaleraexistentes.

Siendo el nUmero total de niveles de cada efecto:

Epoca (E) =1, 2
Pareja placas (P) J= 1, 8
Placas (p) k=1...... 16
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Sarmiento (s) =1...... 48

Método de extracion o de lavado interno (M) m=.1....6

Error residual §) n=1...1152

El andlisis del modelo completo se realizé mediagiteorocedimiento GLM del

paquete estadistico SAS (1988), utilizando la sdeneuadrados tipo |.

Cuando el efecto método de extraccion fue coramilbeestadisticamente significativo,
se realiz6 una comparacion de medias por el métedas diferencias minimas significativas

(L.S.D.) o prueba “T” multiple, de acuerdo con unamparaciones previamente establecidas.

Ambos analisis estadisticos fueron realizadosl@®walores considerados positivos y
negativos, por separado y en conjunto, tanto ea épdca de muestreo como con las dos

épocas juntas.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores medios de la d.o. (x1000) obtenidastecturas de las placas de ELISA-
DASI realizadas con los 48 sarmientos y los seidos de extraccion, se exponen, junto
con su desviacion tipica en las tablas 3.4 y 3d8. lesultados obtenidos tras observar 60
campos en cada uno de los analisis IF figuranetaldas 3.5y 3.7. Los resultados obtenidos
mediante la técnica ELISA, comparados con los atddsnen las lecturas de los portaobjetos

de IF, se muestran en las tablas 3.8 y 3.9.

En invierno (E1), se obtuvieron resultados negatien todos los anadlisis de las
muestras asintomaticas (sarmientos 5, 6, 11, 18, 11§ recogidas en Tabuenca (Zaragoza),
pero, sin embargo, se deteetoampelinusal menos por alguno de los métodos de andlisis,

en todas las muestras con sintomas sospechosg#leeren esa época.
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Tabla 3.4.- Valores medios y desviacion tipica aedénsidad 6ptica (405 mn) obtenida
mediante la técnica ELISA-DASI-b/sa, utilizandossenétodos de extraccion (M) con 24
sarmientos recolectados en enero.

Lavado interno del sarmiento Maceracion

Sarmiento M1 M2 M3 M4 M5 M6

placas 1y 2

1 258+ 30 378+ 55 380+ 41 733%+ 175 430 114 756% 71
195+ 16 259+ 18 321+ 49 273 60 239+ 48 761+ 118
377+ 68 1200+ 123 1273+ 247 1427+ 362 707+ 93 1071+ 94
565+ 54 1188+ 56 1013+ 149 1206+ 127 1255 86  946% 157
336 8 361+ 35 324+ 38 379t 74 373+ 42 488t 69
229+ 79 347+ 102 174+ 20 268+ 86 144+ 10 382+ 53
T- 204+ 36 204+ 36 204+ 36 204+ 36 204+ 36 403t 51
T+ 1534+ 40 1534+ 40 1534+ 40 1534+ 40 1534+ 40 1534+ 40

o Uk WN

placas 3y 4

7 346+ 34 1455+ 114 1472+ 96 1251+ 85 1495+ 88 691* 111
541+ 26 903+ 52 1066*x 50 921+ 53 1108+ 121 857« 215

9 539+ 34 650+ 31 573x 73 683+ 58 502+ 28 799+ 190
10 756+ 38 913+ 6 866 50 906+ 109 882+ 47 556 71
11 354+ 53 330 99 277+ 45 298+ 41 272+ 50 507+ 132
12 336+ 171 314+ 114 115+ 19 374+ 57 201+ 78 474+ 79
T- 205+ 28 205+ 28 205+ 28 205+ 28 205t 28 367+ 91
T+ 1738+ 199 1738+ 199 1738+ 199 1738+ 199 1738t 199 1738t 199

(o]

placas5y 6

13 697+ 94 1034% 197 915+ 91 1003t 134 918+ 125 687+ 93
14 819+ 104 1146+ 117 1735+ 159 1333+ 85 1433% 114 927 87
15 434+ 105 976+ 80 1669+ 189 1394+ 105 1681+ 135 929+ 106
16 344+ 107 272+ 52 302+ 88 417+ 159 326t 76 580+ 63
17 187+ 37 178+ 36 136+ 18 182+ 30 150+ 15 405+ 86
18 259+ 44 257+ 30 251+ 101 240+ 126 248+ 88 328+ 42
T- 235+ 40 235+ 40 235+ 40 235+ 40 235t 40 544+ 64
T+ 1576+ 44 1576 44 1576 44 1576 44 1576+ 44 1576 44

placas 7y 8

19 347+ 42 607+ 53 397+ 43 893+ 39 621+ 32 757+ 21
20 541+ 19 678+ 18 827+ 53 992+ 117 983+ 89 861+ 107
21 1280+ 75 1989+ 239 2150+ 162 2054+ 120 2041t 178 768+ 21
22 281+ 36 198+ 33 219+ 5 252+ 27 220+ 39 470+ 197
23 288+ 141 189+ 31 204+ 7 246+ 31 163+ 43 512+ 102
24 242+ 48 265+ 50 188+ 18 187+ 57 204+ 74 402+ 132
T- 222+ 57 222+ 57 222+ 57 222+ 57 222+ 57 271+ 59
T+ 1784+ 105 1784+ 105 1784+ 105 1784+ 105 1784+ 105 1784+ 105

T- : Testigo negativo.

T+ : Testigo positivo.

En negrita los valores que superan el doble del waedio alcanzado con los T- respectivos.

Cada cifra supone la media de los valores obteredacuatro pocillos (dos pocillos por placa ELISA)
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Tabla 3.5.- Resultados obtenidos mediante inmuagkcencia (IF), utilizando seis métodos
de extraccion (M), con 24 muestras recolectadanero.

Lavado interno del sarmiento Maceracion
Sarmiento M1 M2 M3 M4 M5 M7
1 + ++ ++ ++ ++ ++
++ + + + + +
3 ++ ++ ++ ++ ++ ++
4 ++ ++ ++ ++ ++ ++
5 - - - - - -
6 - - - - - -
7 + +++ +++ ++ +++ +
8 ++ ++ +++ +++ ++ -
9 ++ ++ ++ ++ ++ -
10 ++ +++ +++ ++ ++ ++
11 - - - - - -
12 - - - - - -
13 ++ ++ ++ ++ ++ ++
14 ++ ++ +++ +++ ++ -
15 - ++ +++ +++ ++ -
16 - - - - - -
17 - - - - - -
18 - - - - - -
19 + ++ ++ ++ ++ ++
20 +++ +++ +++ ++ ++ -
21 +++ +++ +++ +++ ++ +++
22 - - - - - -
23 - - - - - -
24 - - - - - -
+++ > 10 bacterias/campo
++ 1-9 bacterias/campo
+ 15-59 bacterias/60 campos

- 0 bacterias/60 campos
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placas 13y 14 placas 11y 12 placas 9y 10

placas 15y 16

Tabla 3.6.- Valores medios y desviacion tipica aedénsidad 6ptica (405 nm) obtenida
mediante la técnica ELISA-DASI-b/sa, utilizandossenétodos de extraccion (M) con 24

sarmientos recolectados en julio.

Lavado interno del sarmiento Maceracion
Sarmiento M1 M2 M3 M4 M5 M6

25 2281 + 287 1674+ 153 1855+ 136 1319+ 175 1548+ 114 1111+ 45
26 891 + 37 616+ 59 597+ 70 473+ 46 563+ 47 1251+ 117
27 256 + 23 252+ 51 208+ 24 189+ 25 246+ 45 595+ 78
28 1374 + 462 1394+ 130 1442+ 212 1900+ 513 1740+ 916 1097+ 159
29 1106 + 233 1982+ 422 1944+ 397 1742+ 206 1684+ 247 900+ 78
30 2106 + 298 1752+ 72 1989+ 228 1861+ 378 1306+ 400 878+ 74
T- 289+ 77 289+ 77 289+ 77 289+ 77 289+ 77 336% 136
T+ 2155+ 122 2155+ 122 2155+ 122 2155+ 122 2155+ 122 2155+ 122
31 1663 + 146 2002+ 107 2070+ 69 2215+ 146 1656+ 144 1084+ 157
32 926 + 78 1070+ 33 1258+ 82 1247+ 63 1054+ 109 1150+ 134
33 1568+ 79 1796+ 171 1814+ 121 2104+ 22 1717+ 51 800+ 52
34 1398 + 105 2109+ 262 2283+ 326 2149+ 144 1873+ 163 960+ 105
35 546 + 83 341+ 49 295+ 43 385+ 36 404+ 100 955+ 103
36 1092 + 102 1192+ 128 1206+ 254 977+ 132 732+ 205 855+ 32
T - 274 + 19 274+ 19 274+ 19 274+ 19 274+ 19 299+ 60
T+ 2377 + 154 2377+ 154 2377+ 154 2377+ 154 2377+ 154 2377+ 154
37 2500+ 114 1901+ 172 2201+ 298 2216+ 187 2564+ 177 1564+ 226
38 382+ 60 377+ 90 607+ 55 757+ 41 495+ 32 1478+ 67
39 507+ 70 672+ 212 758+ 146 763+ 109 577+ 101 1258+ 208
40 525+ 86 343+ 103 392+ 180 395+ 109 443+ 126 1532+ 174
41 1552 + 302 956+ 134 1108+ 163 937+ 183 1106+ 385 1589+ 127
42 544 + 139 486+ 99 279+ 68 608 + 244 264+ 54 420+ 98
T - 250 + 44 250+ 44 250+ 44 250+ 44 250+ 44 320+ 96
T+ 2958+ 36 2958+ 36 2958+ 36 2958+ 36 2958+ 36 2958+ 36
43 420+ 64 946+ 119 1408+ 141 1419+ 225 920+ 410 2082+ 384
44 279+ 60 232+ 46 242+ 42 217+ 39 246+ 34 377+ 86
45 313+ 23 260+ 20 262+ 48 236+ 28 232+ 31 463+ 122
46 404+ 43 286+ 51 294+ 93 276+ 72 276+ 66 388+ 54
47 313+ 61 285+ 8 240+ 48 241+ 52 230+ 32 260+ 20
48 259+ 34 198+ 16 221+ 48 256+ 36 241+ 43 357+ 81
T- 250+ 58 250+ 58 250+ 58 250+ 58 250+ 58 318+ 83
T+ 2922 + 229 2922+ 229 2922+ 229 2922+ 229 2922+ 229 2922+ 229

T- : Testigo negativo.
T+ : Testigo positivo.

En negrita los valores que superan el doble del waedio alcanzado con los T- respectivos.
Cada cifra supone la media de los valores obteredacuatro pocillos (dos pocillos por placa ELISA)
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Tabla 3.7.- Resultados obtenidos mediante inmuadghcencia (IF), utilizando seis métodos
de extraccion o de lavado interno en 24 muestadeetadas en julio.

Lavado interno del sarmiento Maceracion
Sarmiento M1 M2 M3 M4 M5 M7
25 ++ ++ ++ ++ ++ ++
26 - - + + + +
27 - - - - - -
28 ++ ++ ++ ++ ++ ++
29 + + ++ ++ ++ ++
30 ++ ++ ++ ++ ++ ++
31 + + + ++ ++ ++
32 + + + + ++ ++
33 ++ ++ ++ ++ ++ ++
34 + ++ ++ ++ ++ ++
35 - - - - - -
36 + + + + + ++
37 + + ++ ++ ++ ++
38 - - - - - -
39 - - - - - -
40 - - - - - -
41 + + ++ ++ ++ ++
42 - - - - - -
43 + + + + + ++
44 - - - - - -
45 - - - - - -
46 - - - - - -
47 - - - - - -
48 - - - - - -

++ 1-9 bacterias/campo
+  15-59 bacterias/60 campos
— 0 bacterias/60 campos
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Tabla 3.8.- Resultados obtenidos mediante ELISKA eoh 24 muestras recolectadas en enero
y en julio, utilizando distintos métodos de extranclavado interno (M1 a M5) y maceracion
(M6 y M7).

Lavado interno del sarmiento Maceracion

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

Sarmiento ELISA IF  ELISA IF ELISA IF ELSA IF ELSA IF ELISA IF
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ELISA + = valores de la d.o. que superan el doblevdlor medio de la d.o. alacanzada por los testigegativos.
ELISA - = valores de la d.o. que no superan eledlel valor medio de la d.o. alacanzada por ldgtesnegativos.
IF + = > 15 bacterias/60 campos.

IF - = 0-15 bacterias/60 campos.

Muestras recolectadas en enero: sarmientos de24. al

Muestras recolectadas en julio: sarmientos del 28.a
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Tabla 3.9.- Comparacion de los resultados obtenuediante ELISA e IF para cada método
de extraccion o de lavado interno, en dos épocasabdeccion de muestras y en el conjunto
de ambas épocas.

Epoca 1 Epoca 2 Epoca 1 + Epoca 2
ELISA + ELISA - ELISA + ELISA - ELISA + ELISA -
IF + 8 5 11 1 19 6
IF - 0 11 4 8 4 19
Total muestras 24 24 48
ELISA + ELISA - ELISA + ELISA - ELISA + ELISA -
IF + 12 2 12 0 24 2
IF - 0 10 2 10 2 20
Total muestras 24 24 48
ELISA + ELISA - ELISA + ELISA - ELISA + ELISA -
IF+ 11 3 13 0 24 3
IF - 0 10 2 9 2 19
Total muestras 24 24 48
ELISA + ELISA - ELISA + ELISA - ELISA + ELISA -
IF+ 13 1 12 1 25 2
IF - 0 10 3 8 3 18
Total muestras 24 24 48
ELISA + ELISA - ELISA + ELISA - ELISA + ELISA -
IF+ 13 1 12 1 25 2
IF - 0 10 1 10 1 20
Total muestras 24 24 48
ELISA + ELISA - ELISA + ELISA - ELISA + ELISA -
IF+ 4 5 13 0 17 5
IF - 3 12 4 7 7 19
Total muestras 24 24 48

+ Presencia de reaccion.
— Ausencia de reaccion.
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En julio (E2), de los seis sarmientos asintométiexolectados en vifias enfermas (38
al 43), dos de ellos resultaron estar infectaddsy(413). Por el contrario, los andlisis no
detectaron la presencia Beampelinugen dos de los sarmientos (27 y 35) en los qualsiah
apreciado la existencia, en un principio, de sia®0spechosos causadosoampelinus
Ello pudo ser debido a que la sintomatologia dmfarmedad en ocasiones no fue clara y, por
lo tanto, la observacion visual de sintomas estuyeta a errores, sobre todo en afios secos y
cuando las observaciones se realizaron sobre aapasegetacion. La mejor época para
realizar observaciones visuales de sintomas paecel invierno, a la caida de las hojas,
cuando los chancros estan totalmente desarrolla@oszas en zonas con condiciones
climaticas favorables, la observacion visual esfigta a menos problemas. Los sintomas
foliares son observables con consistencia en FrdRité, 1996) y resultan raros de observar
en Aragon, incluso en afos favorables para el d#kade sintomas, lo que en la practica

dificulta las observaciones que se realizan sodpasen vegetacion.

En la tabla 3.8 se aprecia que en 29 muestragidi@ron los 12 resultados de los
analisis (seis métodos de extraccion y procesaddiame IF y ELISA); en ocho casos
(sarmientos 3, 8, 9, 10, 13, 20, 35 y 43) tan salstio un resultado discrepante; con dos, tres
y cuatro resultados discordantes hubo cinco (712440 y 42), uno (38) y tres (1, 15 y 26)
casos, respectivamente, pero que finalmente naiefom dificultad para diagnosticarlos
como sanos o enfermos. En cambio, en dos caso8%92 iyo coincidieron los resultados de
ELISA e IF. Con el sarmiento 2, todos los resulsadbtenidos mediante la técnica ELISA
fueron negativos y, por el contrario, todos losulteslos de IF fueron positivos. El caso
contrario ocurrio6 con el sarmiento 39. Para los lisisa estadisticos posteriores, se
consideraron como muestra positiva y negativa,eds@mente, ya que la IF, considerada

como técnica de control, inclind la decision hasia u otro sentido.

En la tabla 3.9 se comparan los resultados oldsmukdiante la técnica ELISA y de
IF por épocas y para cada método de extracciondisasepancias mayores entre las técnicas
ELISA e IF se produjeron cuando se utilizé la maceén (M6 y M7), ya que en 12 casos de
los 48 analizados los resultados obtenidos medlartteenica ELISA (M6) fueron diferentes
de los de la técnica IF (M7). Esas diferencias ofaskas entre las técnicas cuando se utilizo la
maceracion como método de extraccion fueron posiaide debidas al alto contenido de

componentes fenodlicos del extracto asi procesaaopbgervadas en el capitulo 2, y que
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sugirio la busqueda de otro método de extraccianaHoto 3.11 se aprecia la coloracion de
los extractos obtenidos por lavado interno, maa@mag trituracion. El extracto obtenido por
lavado interno de los sarmientos es mucho mas dingptransparente que los extractos
obtenidos con los otros dos métodos de extrac&dnlos métodos basados en el lavado
interno (M1 a M5), el mayor numero de discrepansislcanzaron con M1. Con M5, tan
s6lo hubo tres diferencias, siendo el método comomeimero de discrepancias entre ambas
técnicas. Con los métodos M2, M3 y M4 las diferasdueron cuatro, cinco y cinco casos,

respectivamente.

Por lo tanto, en general, los resultados obteridoslas técnicas ELISA e IF y con el
lavado méas adecuado fueron coincidentes, con esdifeaencias entre ellos. Estas pueden
explicarse, en un caso, por la mayor sensibilidadadécnica de IF con respecto a la de la
técnica ELISA, en muestras con concentraciones<.dampelinuspréximas al limite de
deteccién de la técnica ELISA. En otros casosaseconsiderado como negativos valores de
d.o. cuya media era inferior al doble del contregativo, pero con elevada desviacion tipica.
En la técnica ELISA, ello puede estar causado pstintbs factores no facilmente

controlables.

Los resultados obtenidos en los analisis de vasiae resumen como valores de la

probabilidad del nivel de significacidon y del eremtandar residual (ESR) en la tabla 3.10.

El valor medio de las densidades Opticas alcaszentatodas las muestras positivas y
negativas se representan en graficos de barraxgad@ametodo de extraccion, en cada época

y considerando las dos épocas en conjunto (figliigs3.2 y 3.3).

La comparacion de medias entre los distintos métaldoextraccion se esquematizan
en las figuras 3.4, 3.5y 3.6, que resumen las aoaenes en las dos épocas por separado y
en su analisis en conjunto. El triAngulo superieredho de cada figura representa las
comparaciones entre los métodos, realizadas covaloses negativos y el triangulo inferior
izquierdo con los positivos. Se ha colocado unaéKi‘aquellas casillas donde se ha obtenido

una diferencia significativa al nivel del 5% endies métodos comparados.
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Tabla 3.10.- Resultados obtenidos en el analisigati@nza. Valores de la probabilidad del
nivel de significacion y del error estdndar resiqg&sR).

Epocas 1y 2 (enero y julio)

Efectos Positivos y negativos Negativos Positivos
Método 0'0001 *** 0'0001 *** 0'0001 ***
Epoca 0'1446 02641 00178 *
Pareja de placas 01015 0'0091 ** 0'7913
Placa 0'0120* 0'0209 * 0'0608 *
Sarmiento 0'0001*** 0'0001 *** 0'0001 ***
Placa-Sarmiento 01071 0'6731 0'0550 *
Epoca-Método 0'000T** 0'0001 *** 0'0001 ***

ESR 286 138 318
Epoca 1 (enero)
Efectos Positivos y negativos Negativos Positivos
Método 0'0001 *** 0'0001 *** 0'0001 ***
Epoca - - -
Pareja de placas 0'9725 0'7089 05274
Placa 0'0341* 0'8813 0'0042 **
Sarmiento 0'00071+** 0'0440 * 0'0001 ***
Placa-Sarmiento 0'8447 0'0031 ** 0'9468
Epoca-Método - - -

ESR 226 80 247
Epoca 2 (julio)
Efectos Positivos y negativos Negativos Positivos
Método 0'1055 0'0001 *** 0'0001 ***
Epoca - - -
Pareja de placas 0'0484 0'0054 ** 0'8136
Placa 0'0516* 0'0039 ** 02108
Sarmiento 0'0001*** 0'0003 *** 0'0003 ***
Placa-Sarmiento 0'0547 0'9531 0'0255 *
Epoca-Método - - -

ESR 335 175 380

Nivel de significacion: 5%.
*  Valores de la probabilidad comprendidos entré §a.02.
*  Valores de la probabilidad comprendidos entré& $a.0°.
=+ \/alores de la probabilidad comprendidos entfg®Yy 10,
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Figuras 3.1, 3.2 y 3.3.- Valor medio de las derdégadpticas (d.o.) alcanzadas mediante la
técnica ELISA-DASI-b/sa, utilizando extractos obtkrs con seis métodos de extraccion (M)
de sarmientos recolectados en diferentes épocas.

Figura 3.1.- Epoca 1 (invierno).

[ d.o. media de 14 muestras positivhs

- [ d.o. media de 10 muestras negatiyas
S
> 955
E 812
w
=)
N
S 550
= 445
286
271 o 284 230
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Figura 3.2.- Epoca 2 (verano).
3 d.o. media de 13 muestras positivas
[ d.o. media de 11 muestras negativas
8
<
M .
= | |52 AR 1.420
=
0 1.178
N>
=
= 735
993 339 345 393 332
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Figura 3.3.- Epocas 1y 2.
O d.o. media de 27 muestras positivgs
O d.o. media de 21 muestras negativhs
1.327 1.320
= 1.213
S
i
< 988
B
=
=
ND 597
S
o=
285 341 284
M1 M2 M3 M4 M5 M6

M1 = Fraccién de lavado interno 0-3 ml.

M4 = Fraccde lavado interno 9-12 ml.
M5 = Fraccde lavado interno 0-12 ml.
M6 = Macéda

M2 = Fraccion de lavado interno 3-6 ml.
M3 = Fraccion de lavado interno 6-9 ml.
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Figuras 3.4, 3.5 y 3.6.- Comparacion de mediasedof seis métodos de extraccion por el
método de las minimas diferencias significativab leB las diferentes épocas.

Figura 3.4.- Epoca 1 (invierno). Figura 3.5.- Ep@qverano).
Negativos Negativos
M1IM2]M3|M4]M5] M6 M1IM2]I M3 M4 ] M5 ]| M6

M1 ]| M1 X X | X M1 | M1 X
P P
g M2] X | M2] X X | X g M2 M2 X
it M3 | x M3 | X X 't M3 | X M3 X
\i/ Mal x | x Mal x | x \'/ M4 M4 X
2 M5 | X M5 | X g M5 X | X [M5] X

M6 X X X X X M6 M6 X X X X X M6

Figura 3.6.- Epocas 1y 2 conjuntamente.

Negativos
M1| M2 | M3 M4 | M5 | M6

P M1 | M1 X X X
g M2] X | m2 X
[ M3 | x x Im3 | x X M1 = Fracc?(?n de lavado interno 0-3 ml.
t M2 = Fraccidn de lavado interno 3-6 ml.
[ mva | x X va | x X M3 = Fracc?(?n de lavado interno 6-9 ml.
\Y M4 = Fraccion de lavado interno 9-12 ml.
0 M5 | x X X |msl x M5 = Fraccién_(,je lavado interno 0-12 ml.
S M6 = Maceracioén

M6 X | x| x| x lwve X = Comparacion significativamente

diferente, P = 0'05
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Se comprobd la existencia de dos efectos muy iefitgs, los sarmientos y los
meétodos de extraccion (tabla 3.10). Es l6gico qeeshrmientos lo fueran, segun su diferente
concentracién bacteriana. Se observé que el métedextraccion basado en la maceracion
(M6) (figuras 3.4, 3.5 y 3.6) difiri6 practicamerde todos los métodos basados en el lavado
interno de los sarmientos (M1 a M5), tanto en erfBf) como en julio (E2) y analizando
separadamente positivos y negativos. No difirioM&lcuando se consideraron los positivos
analizando las dos épocas en conjunto. Los valubésnidos en la E1 con el M1 con los
positivos (figura 3.1) rebajaron la media obtenda este método en julio (E2) (figura 3.2),
haciéndola, en el conjunto de las dos épocas &igB), no estadisticamente diferente de la

alcanzada por el M6 (figura 3.4).

La maceracion (M6) se ha comportado estadisticeanemmo el método de menor
interés entre los ensayados, a pesar de habeelsigiico utilizado para la deteccion He
ampelinuspor distintos autores (Ridé y Lopez, comunicag@érsonal). Las diferencias entre
positivos y negativos fueron menores, ya que ldsresa de la d.o. alcanzada con los
sarmientos infectados fueron mas bajos que losmate por los otros métodos (figuras 3.1,
3.2y 3.3) y, por el contrario, los de los sanos mlfos. Fue el método que presenté mayor
namero de resultados que difirieron de los obtenidediante IF (tabla 3.9). Las lecturas de
los portaobjetos de IF por este método de extractitvieron mas dificultades al observarse
mayor fluorescencia secundaria y, en general, mlend de células fluorescentes fue inferior
al de los portaobjetos en los que se analizaromlasstras tras lavados internos. Ademas,
utilizando maceracion se complica la realizaciorladeéécnica ELISA, ya que se requiere el
uso de antioxidantes y el tratamiento con calolodeextractos obtenidos tras la maceracion.
En ensayos preliminares se comprob6 que el tratanie 100° C del producto de lavado

interno no aportaba mejora en los resultados galtex el protocolo de analisis.

Con los valores negativos obtenidos en enero (Bdistieron algunas diferencias
significativas entre las distintas fracciones deadt interno (M1 a M5) (figura 3.4), pero
éstas no fueron importantes (figura 3.1) y puedmmsiderarse normales, asumibles por la
propia técnica ELISA. En julio (E2), los resultadms estos valores fueron mas homogéneos,

y no existieron diferencias estadisticas aprecsatatdre ellos (figuras 3.2 y 3.5).
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La comparacion de medias con los valores positiopermitido discernir cuales han
sido los mejores métodos de extraccion entre kEiftnes de lavado interno. En invierno
(E1) los mejores resultados se han obtenido comisdos M3, M4 y M5 (figura 3.1), no
existiendo diferencias significativas entre elldigufa 3.4). En julio (E2) se obtuvieron
buenos resultados con los métodos M2, M3 y M4 (figB.2 y 3.5) y cuando se analizaron
ambas épocas en conjunto, los mejores resultadolstseieron con M3 y M4 (figuras 3.3 y
3.6). Es decir, la fraccion de lavado comprendittaee6-12 ml fue, estadisticamente, la mejor
para utilizar como extracto en la técnica ELISA-DAS

Aunque las diferencias entre los mejores métodesonh pequefas, éstas parecen
indicar, también, que es conveniente una ciertddamhde tampon para lavar internamente
los sarmientos y extraer la bacteria tanto en mweiecomo en verano. Esta hipotesis se vid
reforzada al comprobar que la interaccion épocandestreo-método de extraccion fue
también muy influyente en el andlisis de varianahblé 3.10).

La observacion de los valores positivos en lagdigi3.1 y 3.2 induce a pensar que esa
interaccion sea debida a los valores alcanzadoslaogtodo de extraccion 1 en invierno (E1)
(figura 3.1). La evolucién de las graficas con $&guientes fracciones de lavado y con el
macerado (M6) en esa época fue mas homogéneaafigz y 3.3). Por lo tanto, la presencia
de la interaccion es debida al efecto diferen@iMiL con respecto a las dos épocas. Es decir,
la fraccion de lavado 0-3 ml es insuficiente pataaer todas las bacterias en invierno. Es
l6gico que en sarmientos recolectados en invieagostados y secos, sea necesario lavar con
mayor cantidad de tampon para arrastrar las cdbaleterianas.

Esa interaccion época-meétodo con los valores ivegafue igualmente influyente
(tabla 3.10), pero en este caso los métodos seartengn de modo similar en ambas épocas
(figuras 3.1 y 3.2), por lo que se trata de unaraucion de indole matematica, mas que de
interés practico real. EI M6 alcanzé valores sues en ambos casos y el resto de los
meétodos fueron similares o mostraron diferencige#s debidas al error experimental.

Otros factores influyeron con menor intensidaddeterminada época y analizando
separadamente valores positivos y negativos (@), como parejas de placas y placas en
la época 2, etc., pero pueden considerarse comaates dentro de la realizacion de la técnica
ELISA.
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Los resultados obtenidos demuestran que el larddmo de los sarmientos es una
técnica de extraccion rapida, de facil realizagidque permite recuperar mayores cantidades
de X. ampelinugjue la maceracioén, método convencional usado tpags autores, como Ridé
et al (1977b), para la deteccién de ampelinusEl volumen de tejido vegetal muestreado en
cada lavado interno es mayor que el utilizado osnotros métodos de extraccion (Freeth
al., 1977). Por sus caracteristicas y la relativazaude los fluidos asi obtenidos, el método
del lavado interno de los sarmientos podria tambéErempleado para deteccion de patdgenos
con otras técnicas, como la amplificacion medi&@&R. Ademas, el lavado interno somete a
la muestra a presiones inferiores a las que soptwtgavasos de los sarmientos durante su
ciclo vegetativo (Sperrgt al, 1987) y, al ser un método no destructivo del naltgegetal,

pudiera permitir el uso del mismo sarmiento andbbizeomo material propagativo.

Bazzi et al. (1987), Bazziet al. (1990) y Scortichini (1991), utilizando bombas de
vacio, obtuvieron una buena eficiencia en la egtéacdeA. tumefacieny X. fastidiosaen
sarmientos de vid. Con los resultados obtenidosetonétodo de lavado interno se confirma
también la eficiencia del mismo para la detecciémalcterias fitopatdbgenas vasculares en vid,
ya queX. ampelinuen condiciones como las aragonesas se encuentfanientalmente en la
zona vascular de los sarmientos. Sin embargo, sedasario determinar el tampén y las
condiciones idoneas para la deteccion combinada\.daumefaciensX. fastidiosay X.

ampelinusen programas de seleccion sanitaria o certificacio

3.4. CONCLUSIONES

» La mejor época para realizar observaciones viswdgesintomas d&. ampelinusue en
invierno, ya que se obtuvo total coincidencia eltsesintomas observados y los resultados

obtenidos mediante analisis seroldgicos.

* El método de lavado interno ha proporcionado msjoesultados que el basado en

maceracion, tanto mediante ELISA como mediante IF.

* La extraccion de bacterias y/o de antigenos bactesi del sarmiento, tanto en invierno

como en verano, se logré como mayor eficacia dizegeel lavado interno con volimenes
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entre 6 y 12 ml. No obstante, a nivel practico par@consejable realizar el lavado interno

de sarmientos con 12 ml de tampon.

El lavado interno, al no ser destructivo, perndtpropagar el mismo material utilizado en

los analisis.

El método de extraccion de bacterias y antigencehbanos mediante el lavado interno de
sarmientos puede ser facilmente adoptado de foutirgaria en programas de seleccion
sanitaria y podria tener interés para otros patgygnmetodos de analisis. Al no ser
necesario preparar extractos, el método propuestsepta numerosas ventajas por

economizar tiempo, evitar contaminaciones e inloitas.
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CAPITULO 4



CAPITULO 4.- INCIDENCIA DE Xylophilus ampelinus EN LAS DENOMINACIONES
DE ORIGEN CAMPO DE BORJA (ZARAGOZA) Y SOMONTANO (HU ESCA).
DISTRIBUCION ESPACIAL DE LA BACTERIA EN UNA VINA DE TABUENCA
(ZARAGOZA)

4.1. INTRODUCCION

La viticultura de Aragon esta dirigida en su picctotalidad a la vinificacion de su
cosecha. La produccién esta distribuida fundamemtale en cuatro denominaciones de
origen: Carifiena (19.920 ha), Campo de Borja (7.08py Calatayud (8.340 ha) en la
provincia de Zaragoza, y Somontano (1.956 ha) exsthi(datos Gobierno de Aragén, 1994).
Existe otro nucleo, menos importante, en el queaseenido tradicionalmente cultivando vid,

situado en la comarca del Bajo Aragon (Zaragozarydl).

La produccién de 1994, considerado de cosecha rbegia alcanz6é un total de
431.410 hl: 217.000 hl en Carifiena, 96.400 hl emg@zade Borja, 80.500 hl en Calatayud y
37.510 hl en Somontano. Asi pues, la viticulturaganesa posee cierta importancia

econdmica, ademas de su valor social.

Todo el vino producido en el Somontano oscensectumercializado calificado, es
decir, con la etiqueta de la denominacion de origemespondiente. Sin embargo, en la
provincia de Zaragoza, soOlo se comercializé cald@ el 59'2% de su produccion (datos
Gobierno de Aragon, 1994).

En 1978, se detectd. ampelinuspor primera vez en Espafa (L6peizal., 1978),
precisamente en Aragon, en la zona de Tosos, pergste a la denominacion de origen
Carifiena. A partir de ese afio, la bacteria fuectbda en focos aislados en las diferentes
denominaciones de origen de Aragon (Lopez, 1983).oNstante, no se han efectuado
prospecciones sistematicas que permitan una ew@tuade la incidencia real de la
enfermedad, independientemente de que se obs@vdacsintomatologia caracteristica de la

necrosis bacteriana.
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La viticultura de Aragdn esta en expansion en GadgBorja y, especialmente, en el
Somontano de Huesca. Por ello, se ha creido omorealizar una amplia prospeccion en
ambas zonas, utilizando la técnica ELISA-DASI yrastios obtenidos por lavado interno de
los sarmientos (métodos puestos a punto en logut@pil y 3 de esta Memoria). Los
resultados de esta prospeccion son necesarios@aoaer la incidencia de la enfermedad en
cada zona y su distribucion y, en funcion de eHlopnsejar las medidas a tomar que
disminuyan o eviten la diseminacion de la enferrdedambién resulta de interés el estudio
de la distribucion espacial de la enfermedad en wuiffi@ con incidencia de la misma, por
aportar datos epidemioldgicos que podrian sugesdidas complementarias de control.

Se han efectuado analisis espaciales para al@pacterias comXanthomonas citry
greening (Gottwalceet al, 1988; Gottwalcet al, 1989; Gottwalcet al, 1991). Sin embargo,
no se han realizado estudios encaminados a cofeckstribucion espacial de la necrosis
bacteriana de la vid; por ello, se ha creido comvee realizar algun tipo de analisis que
permita obtener conclusiones sobre la posible engsh de algun gradiente relacionado con
operaciones culturales, orientacion, etc.

Se trata de la primera vez que se aplica la tacBIdSA a la realizacién de una
prospeccion sistematica y a estudios de distrilbuegpacial de la enfermedad en afios no
favorables para el desarrollo de sintomas. Lasppozsones realizadas en distintos paises,
tanto a nivel de grandes zonas afectadas por &ameaflad como a nivel de parcela, se han
basado, hasta la fecha, exclusivamente en la alisénvvisual de sintomas en los afios de
mayor incidencia de la enfermedad. Estos trabajas bkido realizados en Grecia
(Panagopoulos y Psallidas, 1983), Francia (Retiéal., 1977b; Bernard y Fauré, 1983;
Héritier, 1983; Fabre, 1983) y Espafia (Sampetyal, 1981; Lopez, 1983; Gomez y Lopez,
1986).

4.2. MATERIAL Y METODOS

4.2.1.Zonas de prospeccion

De las cuatro denominaciones de origen existaresragon, se han escogido dos de

ellas, Somontano y Campo de Borja, ya que sus teaisticas se adaptan bien al trabajo
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programado y por el gran interés que tiene comnac@stado sanitario, ya que la viticultura de
esas zonas esta en expansion. Posteriormentalizgé sdemas el andlisis individual de todas
las plantas de una subparcela de la vifia en lsgu®bian detectado en la prospeccion un

mayor namero de cepas enfermas.

4.2.1.1. Caracteristicas de la denominacién de oag Campo de Borja

La denominacion de origen Campo de Borja la corapdrd términos municipales de
la provincia de Zaragoza: Agon, Ainzoén, Alberitelbéta, Ambel, Bisimbre, Borja,
Bulbuente, Bureta, El Buste, Fuendejalén, MagalMalejan, Pozuelo de Aragon, Tabuenca

y Vera de Moncayo. La superficie de vid en cadaitén se observa en la tabla 4.1.

Tabla 4.1.- Superficie de vifiedo en los términosigipales que componen la denominacién
de origen Campo de Borja (datos facilitados poddaominacion de origen en diciembre
1994).

Término municipal Superficie (ha)
Agoén 80
Ainzén 1.096
Alberite 60
Albeta 15
Ambel 120
Bisimbre 60
Borja 956
Bulbuente 85
Bureta 225
El Buste 95
Fuendejalén 2.608
Magallon 642
Pozuelo de Aragén 600
Tabuenca 533
Vera de Moncayo 40
Superficie total 7.173
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El Campo de Borja esta situado entre las sierrdsStitema Ibérico proximas al
Moncayo Y la ribera del Ebro (figura 4.1). Los \dids aparecen sobre las terrazas calizas del
Ebro en Magallén (350 m de altitud) y poco a poan ascendiendo hasta sobrepasar los 750
m de altitud en las estribaciones de las sierrasdel el contenido en caliza del suelo es
practicamente nulo. La precipitacion media anuahgae variable de una zona a otra, es baja

(alrededor de 398 mm), con un periodo seco muypgaldo (Lorente y Barbacil, 1994).

La elaboracién de vinos protegidos se realiza usichmente con uvas de las
variedades indicadas a continuacion (art. 5° OVMA92/9BOE 108 de 6/9/91), que se citan en

la tabla 4.2 junto a la superficie cultivada y sugentaje respecto al vifiedo total.

Tabla 4.2.- Superficie ocupada por las distintagedades de vid cultivadas en el Campo de
Borja y su porcentaje respecto al total del vifiéditos facilitados por la denominaciéon de
origen en diciembre de 1993).

Variedades tintas Superficie (ha) Porcentaje (%)
Garnacha tinta 5.576 74'50
Tempranillo o Cencibel 834 11'10
Mazuela-Carifiena 16 023
Cabernet-Sauvignon 18 0'25
Variedades blancas Superficie (ha) Porcentaje (%)
Viura o Macabeo 1.009 13'50
Moscatel romano 25 0'33
Superficie total 7.173

Estos porcentajes de superficie con respectdallde la denominacion de origen son
variables en cada localidad, ya que, por ejempiolauenca casi la totalidad es Garnacha y

en Ainzon es la localidad donde mayor superficistexde Tempranillo.
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Existen seis Bodegas-Cooperativas situadas ema,Bdggallon, Ainzon, Fuendejalon,
Pozuelo de Aragén y Tabuenca, asi como seis bodmdsulares (Lorente y Barbacil,
1994).

4.2.1.2. Caracteristicas de la denominacién de oeg Somontano

La denominacion de origen Somontano esta situada provincia de Huesca, al pie
de la Sierra de Guara entre los rios AlcanadrengaCiBarbastro es el principal nucleo de
poblacion (figura 4.2). Esta formada por un niumelevado de pequefios municipios (43
exactamente), pero la mayor parte de los vifiedaneeentran en las proximidades del rio
Vero, entre Barbastro y Salas. La superficie cattev con vid en los distintos términos, se

aprecia en la tabla 4.3.

Tabla 4.3.- Superficie de vifiedo en los términosicipales que componen la denominacion
de origen Somontano (datos facilitados por la denacn de origen en diciembre de 1994).

Término municipal Superficie (ha)
Barbastro 279
Castillazuelo 77
Pozan de Vero 130
Salas Altas 478
Salas Bajas 459
otros 38 términos municipales 512
Superficie total 1.935

Las precipitaciones medias anuales se sitianrea ©8503 mm, pero, no obstante, la
mayor parte de los vifiedos se encuentra en el fdedms valles o en las terrazas del rio
Cinca, por debajo de los 550 m de altitud, dondeclkpas gozan de un microclima mas
benigno, siendo la denominacién de origen mas mglaae Aragon en cuanto a clima se
refiere. Las sierras estan constituidas por calimesgas y conglomerados, sobre los que se
han desarrollado, en las mejores zonas, suelosr@o$, permeables y francos, muy aptos

para el cultivo de la vid (Lorente y Barbacil, 1994
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Las variedades autorizadas en esta denominacidorigen se resefian junto a su

superficie cultivada y su porcentaje respectoi@do total en la tabla 4.4.

Tabla 4.4.- Superficie ocupada por las distintagedades de vid cultivadas en Somontano y
su porcentaje respecto al total del vifiedo (dado#ithdos por la denominacion de origen en
diciembre de 1993).

Variedades tintas

Superficie (ha)

Porcentaje (%)

Moristel 428 22'10
Tempranillo 434 22'40
Garnacha 62 320
Parraleta 4 023
Cabernet-Sauvignon 344 17'80

Variedades blancas

Superficie (ha)

Porcentaje (%)

Macabeo 221 11'40
Garnacha blanca 5 0'26
Alcafion 72 370

Chardonnay 139 7'20

Otras variedades

Superficie (ha)

Porcentaje (%)

Experimentales 108 5'60
Portainjertos 23 120
Comun 95 4'90
Superficie total 1.935

De estas cifras se deduce que esta denominaci@migbn esta en evolucion, con
introduccion de nuevas variedades e incrementamduperficie. A final de los afios 80 y

principio de los 90, dos grandes empresas, Compéfivanicola Aragonesa S.A. (COVISA)
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y Vifiedos y Crianzas del Alto Aragén, han plantameevas vifias y construido modernas
bodegas, dando un impulso importante y decisiva denominacién de origen. En total,

existen actualmente siete bodegas (Lorente y Bihrth864).

4.2.1.3. Caracteristicas de la vifia de Tabuenca (#Zmoza)

Se selecciond la parcela n° 15 tras la prospectsbematica de la necrosis bacteriana
en la denominacién de origen Campo de Borja, poequella se detectd una mayor incidencia
de la enfermedad. Esta situada en Tabuenca (Zajagea el paraje denominado “Pie
Gordo”, a mas de 800 m de altitud. Posee 2.125scépda variedad Garnacha de 20 afios de
edad. Se trata de una vifia estrecha y larga, cdile@2le cepas en su parte mas ancha y con
95 columnas, en ladera descendente desde unaguientde almendros hasta el camino
perimetral de acceso a la vifia. La situacion dpal@ela puede apreciarse en el fotograma
HMN352 pasada E fotografia n® 641 del vuelo de tagds 1990, de escala original 1/20.000,
de la Direccién General de Politica Alimentaria M&PA (fotos 4.1y 4.2).

Se trata de una vifla bien cultivada, sin presedelamalas hierbas y donde se
apreciaron sintomas de necrosis bacteriana y de etfermedades, como oidio, excoriosis y
yesca. La parcela poseia un porcentaje bastantzdelé17'1%) de huecos o fallos por muerte
de cepas de etiologia, inicialmente, desconociti@ug&lo tiene una textura franco-arenosa,
tipo grueso, es ligeramente alcalino, con contemdmio en materia organica, fosforo y

magnesio, alto en potasio y poco carbonatado.

4.2.2. Disefio de las prospecciones

Se realizaron dos prospecciones. En ambas, lastrasiede los sarmientos que se

tomaron fueron de una longitud suficiente paraeost, al menos, los tres primeros nudos. Se

recolectaron tres sarmientos de una misma cepduguen unidos con una cinta aislante y

marcados. Las muestras se almacenaron a 4° Cshiastalisis.
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4.2.2.1. Prospeccion en las denominacion de orig€ampo de Borja y Somontano

Se muestrearon vifias elegidas al azar en cadandgamon de origen, realizandose la
prospeccion en el mes de diciembre de 1993, afio fmrable para la expresion de
sintomas, ya que la pluviometria media mensualualaestuvieron muy por debajo de las
medias histéricas en Aragon. En el apartado 3.2.lesponen datos de la estacidon
meteorologica de Carifiena, que puede ser repréisantde las escasas incidencias
pluviométricas acaecidas en Aragon durante esecansiderado muy seco. El nUmero de

vifias seleccionadas fue proporcional a la superdeicultivo.

En la denominacion de origen Somontano el muesteedirigio a la zona donde se
concentraba el cultivo, es decir, en los cinco téosymunicipales de Salas Altas, Salas Bajas,
Barbastro, Pozan de Vero y Castillazuelo, puesergpresentaban el 73'5% de la superficie
total del vifiedo de esta denominacién de origen.ld&nfiguras 4.1 y 4.2 se muestra la
localizacion y distribucion de las parcelas de nrees asignadas con el uso de fotografias
aéreas (fotogramas del vuelo de agosto de 199€a#ael20.000 de la Direccién General de
Politica Alimentaria del MAPA). Se tom6 material 8@ parcelas en Campo de Borja (7.173
ha) y de 11 en Somontano (1.423 ha), representamalintensidad de muestreo entre el 0'5-

0'8% de la superficie cultivada de vifiedo.

En cada parcela elegida se muestrearon diez ceafuieron seleccionadas al azar,
pero homogéneamente repartidas, en la diagonalrnoi@yoada parcela de cultivo concreta.
Por tanto, se muestrearon 500 cepas (390 en Caeporgh y 110 en Somontano). Como es
sabido queX. ampelinusno se distribuye de forma regular en el intediela planta, de cada
cepa se tomaron tres sarmientos, uno de cada tealzocepa. EI nimero total de sarmientos
analizados fue de 1.500 (1.170 en Campo de Bo3g0yen Somontano). En el momento de
la toma de muestras se observaron las cepas dardalgy anotando aquéllas donde se

apreciaron sintomas de necrosis bacteriana.

4.2.2.2. Prospeccion en la vifia de Tabuenca

En diciembre de 1994, un afio después de haberadalila prospeccion en las
denominaciones de origen antes mencionadas, decteon 2.010 sarmientos de 670 cepas
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Figura 4.1.- Localizacion de la denominacién dgemidel Campo de Borja. Distribucion de
las 39 parcelas muestreadas.
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Figura 4.2.- Localizacion de la denominacién degemi Somontano. Distribucion de las 11
parcelas muestreadas en los términos municipatsp@ctados.
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ubicadas en una subparcela de la vifia n°® 15 enehabuZaragoza). También 1994 fue un
afo de escasa pluviometria en Aragon (ver apaatd). El aspecto de la vifia en invierno y
verano, asi como la localizacién de la parcelaetation con la localidad de Tabuenca y de la
subparcela en la viiia puede apreciarse en lasauigpies del fotograma HMN352 pasada E
fotografia n° 641 (MAPA), efectuadas con ayuda i lupa binocular (6x-45x) (fotos 4.1 a
4.5).

4.2.3. Métodos de analisis

4.2.3.1. Técnica ELISA-DASI

Los tres sarmientos de cada cepa muestreada fuedoridualmente analizados
mediante la técnica ELISA-DASI-biotina/estreptoava] utilizando los anticuerpos
monoclonales y el método de lavado interno, descanteriormente en los apartados 1.2.4.4
y 3.2.2 de esta Memoria, respectivamente. El votudeesolucion de lavado fue de 10-12 ml.
Como testigo negativo se utilizd el fluido de lavadterno de sarmientos de la variedad
Cardinal, libres deX. ampelinus procedentes de Vall de Flors (Valencia) y comotrab
positivo una suspensién de’llfc/ml de la cepa d&. ampelinus$0.7 en AFT. Se utilizaron
dos pocillos por placa para cada muestra de lgppoodn. Se consideré como positiva toda
reaccion que proporcioné una absorbancia igualpersur al doble de la obtenida con la
media de las absorbancias de los controles negativo

4.2.3.2. Otras técnicas utilizadas

En la prospeccion sistematica realizada en las ddm®minaciones de origen, se
seleccionaron 30 extractos obtenidos de los satoseque procedian de las parcelas 15, 18,
19, 20, 23 y 27, para contrastar los resultadosnadids mediante la técnica ELISA-DASI con
otras técnicas. En esta seleccion se incluyeroostdos extractos con los que se habian

obtenido resultados positivos, asi como cinco maggte las citadas parcelas.

Se tomo6 1 ml de cada extracto para realizar siasnén el medio de cultivo LPGA y

40 ml para dispensarlos en portas para inmunoftgereia. Se sembraron tres diluciones,
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realizadas a partir del extracto utilizado en tniga ELISA. Las placas de cultivo (con medio
LPGA) se incubaron durante 14 dias a 25° C y ldsn@s con morfologia tipica que
crecieron fueron estudiadas, realizando las prudbasracterizacion descritas en el capitulo
2. En la realizaciéon de la técnica IF, fueron zditlos los mismos anticuerpos monoclonales

que en ELISA, siguiendo el protocolo descrito ecaglitulo 2.

4.2.4. Andlisis estadistico de la dispersion dedafermedad

Los datos obtenidos en la prospeccion efectuada g@arcela de Tabuenca fueron
Gnicamente utilizados para estudiar la dispersgpa@al de la enfermedad. No ha podido
realizarse un estudio temporal, por disponer s@oddtos de un afio, lo que resulta
insuficiente para hacer una aproximacién a algutes$os modelos conocidos de Van der
Plank (1963) (Gottwalét al, 1996).

El andlisis espacial ha sido empleado para coroseriveles de agregacion por filas o
columnas de la parcela (se consideraron filas ildssven direccion N-E y columnas en la
direccion N-O (ver fotos 4.1, 4.2 y 4.3 y figur8}.Para ello se utilizaron los siguientes

analisis e indices:

a) Ordinary runs analysis (ORA).- Mediante este aisabg pretendia ver si en las parcelas
estudiadas existia agregacion de vides enfermasfila® o por columnas dentro de la
parcela (Modjeska y Rawlings, 1983). Para estasam&e requeria conocer los siguientes
parametros:

n = numero de vides enfermas por fila o columna.
N = namero total de vides por fila o0 columna.
Runs = numero de saltos o numero de plantas cah $igno (grupos en negrita en

la figura 4.3).

Se realizaron dos analisis diferentes. En unolds ek consideraron las faltas como vides
sanas y, en el segundo de ellos, como causadés grafiermedad. Con estos datos, el ORA
determina que no existe agregacion por fila o pturona cuando el resultado del analisis

Z sea menor que -1'64 (con un nivel de significa&é= 0'05).
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4.4 4.5

Parcela situada en el paraje “Pie Gordo” de Tabuenca (Zaragoza):

Foto 4.1.- Situacion de Ia parcela (ampliacion fotograma HMN 352 pasada E fotografia 641) en
relacion con la localidad de Tabuenca (Zaragoza).

Foto 4.2.- Detalle del conjunto de la parcela.

Foto 4.3.- Detalle de la subparcela donde se realizo la prospeccion.

Foto 4.4.- Aspecto de la parcela en invierno.

Foto 4.5.- Aspecto de | 1 :
oto specto de la parcela en verano 124



b) F - test.- Este analisis mide el grado de desoedetente en una distribucion. El resultado
de esta prueba es un valer 5i iy >F-statistic, se concluye que existe agregaciom,uc@m
significacion p, siendo F-statistic un valor obtende la distribucién F-Snedecor con unos
grados de libertad concretos y el nivel de sigadién elegido. Los grados de libertad del
denominador son n-1 (siendo n el nimero gqledrats o subparcelas) y los del
denominador infinito (Ostle, 1972).

c) Lloyd’s index of patchiness (LIP).

d) indice de dispersion de Morisita (MI).

Con el fin de poder trabajar con estos indicesryaidest-F, la parcela se subdividié
en subparcelagjadratg de 2x2, 2x3, 4x6 y 8x15, para lo cual, y comkzmcion de hacer la

parcela regular, no se contabilizaron las filag, B, 28 y 29 de la figura 4.3.

En el caso del indice de Morisita se consideralguenfermedad esta regularmente
distribuida si Ml <1, al azar si Ml = 1 y en agrdga si Ml >1 (Morisita, 1959). El indice de
Lloyd LIP tiene una interpretacion similar al inelide Morisita (Gottwalcet al, 1993 y
Gottwaldet al, 1996).

Para realizar estos andlisis estadisticos se hadeado el programa informatico
LOCR2 (Gottwald et al, 1992b), amablemente cedido por el Dr. T.R. Gdtwadel
Agricultural Research Laboratory del USDA de OrlartBlorida, USA).

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Resultados de la prospeccion en la denomii@t de origen Campo de Borja y
Somontano

En las figuras 4.1 y 4.2 y en la tabla 4.5 se pumukervar la distribucién de las
parcelas en cada denominacidon de origen y en ldastd.6 y 4.7 las caracteristicas de las

parcelas muestreadas.
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Tabla 4.5.- Numero de parcelas muestreadas y srbd@on en las denominaciones de
origen Campo de Borja y Somontano.

N° parcelas muestreadas

Término Municipal Total ha vifia Zona alta Zona baja Total
>550 m <550 m

Agoén 80 - 1 1
Ainzon 1.096 2 4 6
Alberite 60 - - -
Albeta 15 - - -
Ambel 120 1 - 1
Bisimbre 60 - - -
Borja 250 1 4 5
Bulbuente 85 1 - 1
Bureta 225 - 1 1
El Buste 55 - - -
Fuendejalén 2.608 3 11 14
Magallén 642 - 4 4
Pozuelo de Aragon 600 - 3 3
Tabuenca 533 3 - 3
Vera de Moncayo 40 - - -
Total Campo de Borja 7.173 11 28 39
Barbastro 279 - 2 2
Castillazuelo 77 - 1 1
Pozan de Vero 130 - 1 1
Salas Altas 478 - 4 4
Salas Bajas 459 - 3 3
Total Somontano* 1.423 - 11 11

* Area prospectada en Somontano
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Tabla 4.6.- Caracteristicas de las parcelas maestseen la denominacion de origen Campo

de Borja.
N° parcela  Término Paraje N° cepasEdad Variedad Altitud
municipal (m)
1 Fuendejalén El Juncalillo / Ctra. 400 0-10 Garnacha 450-500
Tabuenca, km 5
2 Fuendejalén La Huecha 50®0-30 Garnacha 500-550
3 Fuendejalén Cocoruela / Barranco 300 20-30 Garnacha 550-600
Molino
4 Fuendejalén Filludo 30010-20 Garnacha 550-600
5 Fuendejalén Cabezo del olivo 50B0-40 Garnacha 550-600
6 Fuendejalén Landillas 35020-30 Garnacha 450-500
7 Fuendejalén Cafada del Rubio 50R0-30 Garnacha 500-550
8 Fuendejalén Azubias 1.30010-20 Garnacha 450-500
9 Fuendejalén La Planilla >1.50010-20 Tempranillo 450-500
10 Fuendejalén Los Corrales >1.5080-40 Garnacha 450-500
11 Fuendejaléon Barranco de Fontella 25B0-40 Garnacha 400-450
12 Fuendejalén El Ginestar 2.50@0-30 Garnacha 450-500
13 Fuendejalén Huertas - pueblo 6000-10 Garnacha 450-500
14 Fuendejaléon Plano Alto / 4.300 10-20 Garnacha 450-500
champifionera
15 Tabuenca Pie Gordo 2.10@0-20 Garnacha >800
16 Tabuenca Callejuela / balsa 1.0000-20 Garnacha 700-750
17 Tabuenca Rané 1.200L0-20 Garnacha 650-700
18 Ainzén Corrales Roma 1.10020-30 Garnacha 650-700
19 Ainzén Bolloncillos 600 20-30 Garnacha 700-750
20 Ainzén Machuquillo 2.140 10-20 Garnacha 450-500
21 Ainzén El Tormo 1.225 10-20 Garnacha 450-500
22 Ainzén Pandifaruela 1.05020-30 Macabeo 400-450
23 Ainzén km 1'300 Ctra. 750 0-10 Tempranillo 400-450
Tabuenca
24 Bureta La Nava / balsa 50®0-30 Garnacha 400-450
25 Magallon Huertas 2.20010-20 Macabeo 350-400
26 Magallén El Plano 2.25030-40 Garnacha 350-400
27 Magallén Santuario San 2.500 10-20 Garnacha 350-400
Sebastian
28 Magallén La Nava 800 30-40 Garnacha 350-400
29 Bulbuente Cabezatén 3.00@0-50 Garnacha 550-600
30 Ambel Valdecabras 60020-30 Tempranillo 600-650
31 Borja La Gotera 45010-20 Garnacha 450-500
32 Borja Campellas 4.00020-30 Garnacha 550-600
33 Borja Campo 1.600 30-40 Garnacha 450-500
34 Borja Campo 240 10-20 Tempranillo 450-500
35 Borja Porroyo Cogullota 66520-30 Garnacha 450-500
36 Magallén Camino de las Tablas 1.1080-40 Garnacha 350-400
37 Pozuelo Rambla 45010-20 Garnacha 400-450
38 Pozuelo Barranco del Bayo 1.70@0-30 Garnacha 350-400
39 Pozuelo La Mayada 85040-50 Garnacha 300-350
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Tabla 4.7.- Caracteristicas de las parcelas maestse en la denominacion de origen
Somontano.

N° parcela  Término Paraje N° cepasEdad Variedad Altitud
municipal (m)
40 Barbastro Bodega Lalane 2.4700-10 Cabernet- 300-350
Sauvignon

41 Salas Bajas Barranco Fuster 5740-20 Tempranillo 400-450
42 Salas Altas - 560 30-40 Moristel 400-450
43 Salas Bajas Barranco Fonciellas 1.2@D-30 Moristel 400-450
44 Salas Bajas pueblo / COVISA 5.7500-20 Macabeo 450-500
45 Barbastro San Marcos 3.300-20 Tempranillo 400-450
46 Salas Altas Camino cementerio 3.0000-20 Moristel 400-450
47 Salas Altas Barranco Cebefiera 74D-30 Tempranillo 450-500
48 Salas Altas Balsa Nueva 1.3500-20 Tempranillo 450-500
49 Castillazuelo Huertas pueblo 2.5500-10 Tempranillo 350-400
50 Pozan de Vero Monte 63010-20 Tempranillo 400-450

En las 50 parcelas muestreadas al azar, propainiente al area de cultivo de cada
denominacion de origen estudiada, 11 estuvieraradds a mas de 550 m de altitud (todas
ellas en Campo de Borja) y 39 por debajo de didtitaich (28 en Campo de Borja y 11 en
Somontano). Se tuvo en cuenta el dato de altitadjue se ha afirmado que, en Aragon, la
enfermedad se desarrolla preferentemente a clarta aobre el nivel del mar (Lépez, 1983).

La intensidad del muestreo en Campo de Borja yddtemo estuvo entre el 0'5-0'8%
de la superficie cultivada de vifiedo, es decir, pai@ela cada 184 ha o cada 129 ha de vifia,
respectivamente. Se estimo6 que la parcela med@aerpo de Borja tenia una superficie de
0'65 ha y de 1'6 ha en Somontano, por lo que setnedeaproximadamente el 0'35% vy el
1'2% de las parcelas existentes. Si se aceptaqlensidad media de plantacion en Aragon es
de 2.000 cepas /ha, el muestreo que se efectuésesd el 2'7%0 y el 3'9%. de las cepas
cultivadas en Campo de Borja y Somontano, res@augwnte.

Todas las parcelas donde se observaron sintonsgpectmsos de la enfermedad
(parcelas n° 4, 5, 15, 19 y 20) pertenecian a Calaforja y estaban situadas por encima de
los 550 m de altitud. La parcela n°® 15 fue la Urdoade se observaron chancros tipicos
producidos poK. ampelinus
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De las 39 parcelas muestreadas en Campo de B8riran de la variedad Garnacha,
cuatro de Tempranillo y dos de Macabeo o ViuraSBmontano, la variedad Tempranillo fue
la més representada, en seis de las 11 parceladreadas. Las variedades cultivadas en las
restantes parcelas fueron Moristel (tres parcelbdgcabeo (una parcela) y Cabernet-

Sauvignon (una parcela).

En la tabla 4.8 y figura 4.3 se muestran los tadok obtenidos mediante la técnica
ELISA-DASI con los 30 sarmientos tomados en cada de las 39 parcelas de la
denominacién de origen Campo de Borja y en la talflay figura 4.4, los obtenidos en las 11
parcelas de Somontano. En la tabla 4.10 se exgasaho. medias de los valores obtenidos
con los sarmientos diagnosticados como positivodianee ELISA-DASI, las d.o. medias de
los siete testigos negativos incluidos en sus odisps placas ELISA, junto con sus
desviaciones tipicas, asi como el nimero de leefgarmunicipio, nimero de cepa y numero

de sarmiento de cada valor.

Las comprobaciones mostraron que mediante IF stble observar células con la
morfologia caracteristica d& ampelinuen aquellas muestras que mediante la técnica ELISA
habian dado positivas, y cuyos resultados fuerorastados. Tan sélo en tres casos, todos
ellos pertenecientes a la parcela n°® 15, se laglér X. ampelinus a partir de las siembras

realizadas, concretamente los sarmientos 7-2y T€33.

En Campo de Borja se detedampelinuo sus antigenos en 6 de las 10 localidades
muestreadas (figura 4.3) y en 17 de las 39 pareslabzadas. Esto supuso un 43'6% de las
parcelas, 14 de ellas de la variedad Garnachajeld®mpranillo y una parcela de Macabeo.
Los resultados de los andlisis realizados indicaum en la zona alta (>550 m de altitud) se
detectaron mas parcelas c’n ampelinusque en la zona baja (<550 m). En la zona alta,
ademas, se detectaron mas cepas afectadas y m@sensas con X. ampelinus
Efectivamente, el 63'6% de las parcelas, el 15'8%ad cepas y el 7'3% de los sarmientos
analizados y recolectados en la zona alta de Caladorja resultaron infectados, frente al
35'7, 7'1 y 2'7%, respectivamente, de la zona lhgalos 330 sarmientos analizados en la

zona alta, en 24 se detecto la bacteria y tanesvR8 de los 840 recolectados en la zona baja.
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Tabla 4.8.- Anadlisis, mediante ELISA-DASI, de 1.1&armientos de 39 parcelas
pertenecientes a la denominacion de origen Camjamija.

Cepall Cepal Cepa3 Cepa4d Cepab Cegpab Cepapa 3 Cepa&i) Cepallo

n° Sarmientos analizados por cepa
parceld 1 2 3|1 2 3|1 2 31 23|12 3|123|123[123|123|123
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12 |- - |- ==|-=-|--=|-=-[-=-~|-=-]--~-|---|- - -
13 |- - |- = =|-=~|--=|-=-[-=-~|-=-]--~-|---|- - -
14 |- - |- = =|-=~|--=|-=-|--~|-=-]-=-~-|---|- - -
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26 |- - =|- - |- - ~-|---|---|--=|--~|--~|---|---

28 |- - === |- = ~-|-=~-|-=--|-=-=|--~|--~|---|---
29 |- = |- - =|- = ~|-=~-|-=--|-=-=|-=-~|-=-~|---|---
30 |- - -|-=-~|-=-~|-=-|-=--|--=|--~|--~|--~|---
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34 |- - |- - |- -|-=-|-=--|-=-=|-= |- ~|---|---
T e B e e e E e B B R

+ d.o. superior al doble de la del testigo negativ
— d.o. no superior al doble de la del testigo negati
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Figura 4.3.- Campo de Borja. Localizacion de lascgas en las que se detecto

ampelinuq]).
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Tabla 4.9.- Analisis, mediante ELISA-DASI, de 3Z0mientos de 11 parcelas pertenecientes a
la denominacion de origen Somontano.

Cepa 1| Cepa 2| Cepa 3| Cepa 4| Cepa b Cepa 6| Cepa 7| Cepa 8| Cepa 9Cepa 1(

n° Sarmientos analizados por cepa
parcely ) 2 3|1 2 3|1 23|12 3|12 3|123[123[123[123|123

+ d.o. superior al doble de la del testigo negativ
— d.o. no superior al doble de la del testigo negati

En total se detectd. ampelinusen Campo de Borja en 37 cepas de las 390 anaiZat&o

de las cepas) y en 47 de los 1.170 sarmientos Y4l0&parcela n° 5 fue la Unica donde, a
pesar de haberse apreciado sintomas relativamespechosos de la necrosis bacteriana, no
fue posible detectar serolégicamente ni ais{arampelinuscon ninguna de las técnicas
utilizadas, por lo que se supone que la sintomgialobservada correspondia a la de alguna

otra enfermedad.

En la denominacién de origen Somontano sélo setfet. ampelinu® sus antigenos
en tres sarmientos pertenecientes a cepas y parddédaentes, situadas en tres términos
municipales (figura 4.4). Es decir, en el 0'9% ake darmientos analizados, en el 2'7% de las
cepas, en el 27'3% de las parcelas (todas de iledadr Tempranillo) y en tres de los cinco

términos municipales muestreados.
En el conjunto de la prospeccion realizada emldssdenominaciones de origen, se ha

detectadoX. ampelinusen 20 de las 50 parcelas estudiadas (40%), ene4B80@ cepas
muestreadas (8%) y en 50 de los 1.500 sarmientdzaros (3'3%).
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Figura 4.4.- Somontano. Localizacion de las glasc en las que se detecX.

ampelinu (@).
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En la tabla 4.10 se puede apreciar que en la naagerias parcelas con sarmientos
infectados (11 de las 20 parcelas), solo fue pesibtectaX. ampelinuen un sarmiento de
los 30 analizados en cada parcela. En las nueeelparrestantes, hubo un namero variable
de plantas coiX. ampelinuscon un maximo de cinco plantas positivas (pascglg 20) y un

maximo de 10 sarmientos infectados (parcela 15).

No se detecto por igual la bacteria o sus antigendos tres brazos analizados de una
misma cepa. En la mayoria de los casos (32 depHskéan solo se detecté en uno de los tres
brazos, en seis casos en dos de los brazos, ysecados en los tres sarmientos analizados
(parcela 15, cepas 7 y 10).

4.3.2. Distribucion de la enfermedad en la parcelde Tabuenca

Los valores medios de la d.o. alcanzada con nagegtiocedentes de la parcela de
Tabuenca (Zaragoza), y diagnosticadas como pasitisea exponen en la tabla 4.11. La
distribucion espacial en la parcela de las cepdes s sarmientos enfermos queda reflejada
en la figura 4.5.

La subparcela donde se efectu6 el muestreo pdukagak 808 cepas, pero existia un
alto porcentaje (17'1%) de faltas o fallos, pogie el nimero total de cepas de donde fue
posible recolectar los sarmientos utilizados eraltdisis como muestras fueron sélo 670. En
la parcela se observaron muertes de plantas caugadal hong&tereum hirsutupcausante
de la enfermedad denominada yesca o apoplejiauauexjste gran cantidad de cepas con
rebrotes del patrén. Probablemente, la respondadilie las faltas deba ser compartidaSor
hirsutumy X. ampelinus

Segun el resultado de los andlisis efectuados sedmmientos procedentes de la
subparcela de Tabuenca, 184 de los 2.010 sarmiantdgzados estaban enfermos (9'1%).
Estos sarmientos pertenecian al 21'6% de las deplassubparcela (145 cepas de 670). En la
mayor parte de las cepas enfermas (112) solo setd&t ampelinu sus antigenos en uno
de los tres sarmientos, en 27 casos lo fue enatosientos y en seis ocasiones en los tres
sarmientos recolectados de esa cepa. Esto represlei?’'2%, 18'6% y 4'1% de los casos,

respectivamente.
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Tabla 4.10.- Localizacién y caracteristicas dentagstras con resultados positivos obtenidos
mediante ELISA-DASI, procedentes de las denomimesiode origen Campo de Borja y
Somontano.

Muestras positivas Testigos negativos
Parcela n° Municipio Cepa n%Sarmiento n® d.o. mediat ¢ (x 1000) d.o. media o (x 1000)
3 Fuendejalon 1 3 392+ 23 140+ 17
2 1 288+ 17
2 307+ 34
6 3 322+ 39
7 1 302+ 19
10 2 470+ 7
4 Fuendejalon 4 2 2.479+ 59 140+ 17
8 2 309+ 11
8 Fuendejalon 2 2 486+ 18 175+ 37
9 Fuendejalon 7 1 307+ 6 140+ 17
10 2 301+ 37
3 320+ 10
15 Tabuenca 1 1 2,972+ 51 161+ 36
3 2.557+ 36
4 2 1.801+ 120 154+ 37
3 2194+ 91
7 1 841+ 18 161+ 36
2 2.888+ 59
3 2.556+ 116
10 1 734+ 37 154+ 37
2 964+ 63
3 1.389+ 47
16 Tabuenca 6 1 1.109+ 83 154+ 37
9 3 411+ 103
18 Ainzén 6 1 376+ 7 161+ 36
19 Ainzén 2 1 428+ 64 161+ 36
8 3 307+ 11 148+ 17
20 Ainzén 1 1 568+ 30 156+ 28
2 3 366+ 17
4 2 328+ 13
3 1.713+ 125
6 3 1.111+ 58
8 2 351+ 3
21 Ainzén 6 1 361+ 18 148+ 28
22 Ainzén 7 1 322+ 22 156+ 28
23 Ainzén 2 2 580+ 99 156+ 28
4 1 364+ 16
6 2 327+ 39
3 315+ 21
10 3 393+ 25
27 Magallén 10 2 360+ 6 148+ 17
31 Borja 7 3 428+ 30 187+ 33
32 Borja 1 2 580+ 2 187+ 33
36 Magallon 3 1 285+ 28 112+ 21
7 3 426+ 15
9 2 272+ 19
39 Pozuelo 7 2 300+ 37 112+ 21
48 Salas Altas 1 1 321+ 27 106+ 16
49 Castillazuelo 2 1 360+ 23 161+ 27
50 Pozéan de Vero 4 3 348+ 19 161+ 27

Las parcelas n° 48, 49 y 59 pertenecen a la deragidn de origen Somontano.
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Tabla 4.11.\vValores medios de la d.o. alcanzada con las msegtmcedentes de la parcela de
“Pie Gordo” de Tabuenca (Zaragoza), que superdrdal®e de la media de la d.o. de los testigos
negativos, mediante la técnica ELISA-DASI.

Densidad 6ptica (x 1000)

n°placa MediaT@#)+o MediaT ()t o Media muestra o n° muestra
1 2.644+ 79 143+ 19 341+ 38 1-15-1
370+ 51 1-15-2
293+ 6 1-15-3
313+ 22 1-7-3
311+ 17 2-1-1
2 1.539+150 137+ 48 359+ 25 2-13-3
4 2.025+128 164+ 10 368+ 7 15-24-2
3.373+ 37 15-24-3
5 2.324+331 102+ 14 322+ 34 15-18-2
560+ 1 14-17-2
590+ 7 15-18-3
7 3.105+ 382 125+ 25 349+ 18 13-25-3
8 3.182+ 30 123+ 30 318+ 9 9-28-2
484 +150 13-30-1
591+ 71 9-28-3
10 2.272+220 170+ 18 420+ 5 5-17-2
355+ 3 13-19-1
11 2.980+ 6 140+ 17 333+ 60 9-24-3
295+ 12 9-20-3
408+ 62 6-19-2
3.503+ 51 9-27-2
308+ 6 9-18-3
12 3.167+ 16 124+ 25 408+ 10 12-19-3
282+ 11 2-17-2
3.201+ 76 9-25-3
457+ 18 2-17-3
330+ 23 6-25-2
443+ 15 6-25-3
379+ 35 3-20-1
378+ 89 2-19-2
366+ 65 12-17-3
316+ 50 12-28-2
360+ 32 9-22-3
13 3.087+ 11 118+ 22 351+ 37 19-9-3
516+ 16 18-8-2
411+ 24 2-16-3
323+ 57 9-26-1
455+ 89 18-13-1
3.193+ 59 18-10-2
14 3.412+ 13 118+ 16 709+ 37 28-14-3
15 3.334+119 123+ 22 284+ 28 25-14-3
294+ 21 22-10-1
279+ 67 22-6-
16 3.334+118 126+ 27 282+ 44 25-1-3
17 1.157+164 93+ 19 412115 13-14-2
18 1.672+ 10 110+ 18 379+ 60 19-10-3
19 1.465+ 70 130+ 16 422+ 30 7-5-1
384+ 45 19-4-3
842+ 56 13-8-2
296+ 33 10-14-1
315+ 51 4-7-2
346+ 10 7-13-1
276+ 11 4-14-2
20 1.382+157 118+ 28 294 + 42 10-11-1
313+ 42 10-10-3
374+ 7 4-6-2
764 +101 3-3-2
402+ 39 7-3-1
258+ 13 4-2-3
304+ 14 3-4-2
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Tabla 4.11.- (continuacion)

Densidad éptica (x 1000)

n°placa MediaT@#)+to MediaTE)to Media muestra o n° muestra
21 1.301+ 80 114+ 20 474+ 47 9-5-2
314+ 52 9-4-3
320+ 39 9-11-1
418+ 99 9-11-2
22 3.452+ 13 173+ 38 472+ 116 6-7-2
3.453+ 14 6-2-3
23 2.465+213 112+ 9 256+ 13 5-15-3
2.618+ 53 15-1-3
24 1.210+ 144 117+ 13 443+ 1 8-1-3
252+ 17 24-12-2
283+ 21 5-6-1
242+ 3 24-12-3
2.601+ 36 5-1-3
25 2.726+ 114 121+ 10 290+ 19 5-6-2
478+ 64 23-14-1
375+ 0 23-7-3
256+ 9 23-14-2
26 3.131% 27 170+ 26 422+ 2 24-1-1
389+ 37 24-1-3
518+ 6 18-13-2
27 1.634+ 22 89+ 19 260+ 38 29-14-2
423+ 33 12-15-3
3.392+ 14 29-14-3
252+ 17 19-14-3
311+ 18 24-4-1
284+ 14 12-4-3
293+ 71 23-12-2
220+ 6 23-12-3
233+ 37 20-6-3
28 1.740+ 5 62+ 20 203+ 4 21-15-3
133+ 9 23-3-2
208+ 28 21-10-1
146+ 6 23-3-3
30 2.301+ 96 83+ 23 387+ 19 19-30-3
186+ 16 22-29-2
32 2.029+ 82 89+ 30 273+ 12 20-22-3
261+ 4 20-30-3
331+ 44 7-25-3
190+ 8 21-25-1
1.137+ 37 23-16-3
191+ 1 23-25-1
235+ 30 19-17-2
214+ 27 20-29-1
248+ 8 22-28-1
271+ 64 23-25-3
193+ 1 23-26-1
34 2.197+149 75+ 25 210+ 38 19-21-3
182+ 30 19-16-2
198+ 17 28-17-1
178+ 16 19-16-3
216+ 27 28-17-3
267+ 19 20-27-1
192+ 4 22-24-3
215+ 29 19-27-2
219+ 28 19-18-2
192+ 18 23-29-1
213+ 10 28-30-3
155+ 2 23-29-2
245+ 53 21-18-1
201+ 22 19-21-1
211+ 10 21-18-2
174+ 22 19-16-1
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Tabla 4.11.- (continuacion)

Densidad éptica (x 1000)

n°placa MediaT@#)+to MediaTE)to Media muestra o n° muestra
36 2.007+ 95 73+ 16 233+ 33 27-21-3
196+ 10 28-27-2

161+ 2 26-16-3

257+ 5 26-25-1

37 1.726+ 68 55+ 7 270+ 17 25-21-2
167+ 44 26-24-1

148+ 3 27-24-1

207+ 6 25-29-3

153+ 38 27-24-2

132+ 6 25-16-1

171+ 32 27-24-3

238+ 14 24-30-3

165+ 8 25-24-1

126+ 7 24-23-2

145+ 23 25-24-2

127+ 2 24-23-3

157+ 30 25-24-3

120+ 5 24-24-1

38 1.472+202 64+ 15 167+ 3 24-26-2
175+ 5 26-29-1

191+ 51 25-18-1

159+ 22 24-17-1

236+ 17 26-29-3

156+ 14 24-22-2

234+ 17 24-17-2

159+ 14 24-22-3

176+ 45 24-17-3

39 1.972+ 71 123+ 20 241+ 1 25-25-1
306+ 50 26-26-3

41 1.796+ 40 59+ 23 145+ 1 7-27-2
169+ 2 8-27-2

241+ 2 8-27-3

946+ 18 13-29-1

216+ 8 13-29-2

127+ 6 8-28-2

124+ 4 8-28-3

42 1.908+ 15 68+ 27 202+ 54 11-10-3
328+ 7 14-1-3

161+ 17 11-13-1

44 1.532+138 73+ 24 351+ 49 12-14-2
1.726+ 120 16-15-2

45 2.766+ 3 100+ 28 285+ 34 12-6-3
231+ 25 12-3-1

227+ 23 15-7-2

475+ 125 12-3-2

231+ 12 12-3-3

230+ 2 12-8-3

249+ 48 12-5-1

277+ 40 15-4-3

220+ 20 12-9-3

241+ 12 15-5-2

225+ 9 15-5-3

304+ 23 12-10-2

2.594+ 29 15-12-3

220+ 13 15-15-1

357+ 2 12-12-1

286+ 86 15-6-3

46 2.487+138 92+ 34 201+ 11 16-13-2
197+ 5 23-4-1

1.215+ 91 16-13-3

201+ 17 16-10-3

502+ 30 27-5-3
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Figura 4.5.- Distribucion espacial de los sarmiem@n los que se detectdo ampelinusmediante ELISA-DASI en la

parcela de “Pie Gordo” de Tabuenca (Zaragoza)9éd.1
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Si se comparan los resultados (expresados comergaje de cepas enfermas con
uno, dos o tres sarmientos infectados) de las deaoiones de origen con los de la parcela
de Tabuenca (tabla 4.12), se observa que los pajeenson muy similares entre si. En
conjunto,X. ampelinufue detectada en un solo sarmiento en el 77'84%sdeepas, en dos

sarmientos en el 17'84% y en los tres sarmientosdk en el 4'32%.

Tabla 4.12.- Porcentajes de cepas enfermas condas tres sarmientos infectados y
detectados en las denominaciones de origen CamBor@iey Somontano y en una parcela de
la localidad de Tabuenca (Zaragoza)*.

Cepas enfermas

1 sarmiento infectado 2 sarmientos infectados Bisatos infectados
Campo de Borja 784%  (29/37) 16'2%  (6/37) 54%  (2/37)
Somontano 100'0%  (3/3) 0'0% (0/0) 0'0%  (0/0)
Total denominaciones  80'0%  (32/40) 15'0%  (6/40) 5'0%  (2/40)
Tabuenca 772%  (112/145) 18'6%  (27/145) 4'1%  (6/145)
Total 77'8%  (144/185) 17'8%  (33/185) 4'3%  (8)185

* Las cifras entre paréntesis se refieren al nimeregas enfermas con un sarmiento, dos sarmientos o
tres sarmientos infectados sobre el total de cepf@smas.

El andlisis ORA para la parcela estudiada, enifunae la orientacion filas o
columnas, dio como resultado la existencia de agiég en las columnas 11, 23 y 27
(orientacidon NO); en las columnas 11 y 27, Gnicamemando se consideraron las faltas
como debidas a la enfermedad; y en la columnaZ)do las faltas se consideraron como

plantas sanas. No existieron agregaciones en ksiarde filas.

En la tabla 4.13 se presentan los valores denttieds de Lloyd (LIP) y Morisita (Ml),
asi como los valores dg para estimar la existencia de agregacion entrédas enfermas de

la parcela.

Los indices LIP y MI, asi como el test Hieron resultados similares entre si,
indicando que no existio agregacion. En tpsdrats 2x2 se obtuvieron valores de estos

indices inferiores a la unidad, es decir, las cepésctadas porX. ampelinusestaban

140



distribuidas regularmente en la parcela. En losanéssquadrats los valores de los indices

alcanzaron valores muy préximos a la unidad, loigdiea una distribucion al azar.

Tabla 4.13.- Valores del test p I de los indices de Lloyd (LIP) y de Morisita (Mih la
parcela de Pie Gordo de Tabuenca (Zaragoza), adalen 1994.

Tamafio de loguadrats
2X2 2X3 4x6 8x15

Fo 1 0'9136 0'9709 1'3262 2'6338
2 0'6909 0'7872 1'0484 2'1812

LIP 1 0'8804 09731 1'0752 1'0754
2 07827 0'9002 1'0056 1'0276

MI 1 0'8872 0'9806 1'0836 1'0837
2 0'7857 0'9038 1'0096 1'0317

1 : supuesto de fallos equivalentes a plantassana
2 : supuesto de fallos equivalentes a plantasreate

Con el test F a un nivel del 95% se podria conaidgue existe agregacion, siempre
gue kb sea mayor que 1'07, 1'22, 1'45 y 2'21, cuandalesiratssean de 2x2, 2x3, 4x6 y
8x15, respectivamente (valores obtenidos de |la taibnedecor). Con ello, se puede afirmar
gue no hay agregacion, ya que tan so6lo en el stqpdeson elguadrat 8x15 se obtienen

valores de f>F-Snedecor, aunque muy préximos.

4.4. DISCUSION

No existe informacion sobre la realizacion de peasiones de&X. ampelinus en las
que se utilicen analisis de laboratorio para lac®6n de la bacteria en material vegetal con o
sin sintomas. Los resultados obtenidos indican ¥ueampelinustiene una incidencia
relativamente elevada en la denominacion de origgampo de Borja (4% de los sarmientos
analizados, 95% de las cepas y 43'6% de las parceluestreadas); inferior, pero

preocupante, en la denominacion de origen Somor(td8% de los sarmientos, 2'7% de las
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cepas y 27'3% de las parcelas muestreadas); y mmélayrave en la parcela de Tabuenca

(9'1% de los sarmientos y 21'6% de las cepas).

Estas incidencias se basan en las determinacpmsitivas, pero podrian ser incluso
superiores, ya que los valores de d.o. de muchasstras positivas con respectoXa
ampelinusfueron préximos al doble de la d.o. media obtemiola los testigos negativos, es
decir, al limite de deteccion de la técnica utd@aPodria ocurrir qu&. ampelinusestuviera
presente en algunas muestras consideradas coms, ggmna en poblaciones inferiores al
limite de deteccién de la técnica ELISA-DASI-b/gage se estima en 10fc/ml (ver capitulo
1).

En el momento de la prospeccion, s6lo en cinceghas se observaron sintomas
sospechosos d¢. ampelinusLas condiciones climaticas de los ultimos afiosegpecial la
falta de lluvias, posiblemente dificultaron la esgibn de los sintomas. Fue necesario basarse
exclusivamente en sintomas secundarios como e pertas cepas, la rotura de sarmientos,
las yemas abortadas y los sarmientos débiles o pigawosos, por lo que es arriesgado
afirmar con seguridad que una parcela esta afeptada necrosis bacteriana. La presencia de
sintomas especificos, como los chancros caraategstsobre sarmientos, peciolos o
pedunculos (Bernard y Fauré, 1983), solo se observda parcela n°® 15, no habiéndose
manifestado sintomas foliares de la enfermedadireguma parcela. En Aragén, La Rioja y
Navarra, en afios propicios para el desarrollo denfarmedad, los sintomas se observaron
exclusivamente por encima de los 500 m de altitdghgz, 1983) y esto ultimo también fue
constatado en Campo de Borja, ya que, aun con toliogga adversa, las Unicas parcelas
infectadas y que presentaron sintomas externosczmtearon en esa altitud resefiada o en

cotas su periores.

Aunque las prospecciones no tenian la finalidadat®cer exactamente la incidencia
de la necrosis bacteriana en cada término municipalas denominaciones de origen, los
resultados obtenidos en Campo de Borja parecegaindjue existe una concentracion de
parcelas afectadas en Ainzon, Tabuenca y zonasddtBorja y Fuendejalon (figura 4.3). En
Ainzén, fue donde hubo mayor incidencia, ya quedstectdo aX. ampelinusen las seis
parcelas muestreadas de esa localidad. La masfecdeteccion seroldgica en la zona alta

(63'6% de las parcelas frente al 35'7% en zong Baj&orrelaciona positivamente con una
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mayor manifestacion de sintomas y, probablemertdrig ir asociada a poblaciones mas

elevadas dX. ampelinugen las plantas afectadas.

Se trata de la primera vez gMe ampelinusue detectado en Aragdn en sarmientos
asintomaticos procedentes de vifias situadas es odtxiores a los 500 m de altitud. Es
l6gico pensar que la bacteria estuviera presen&sas zonas bajas, ya que hasta hace unos
afos se habia venido empleando tradicionalmenterimlategetal de la misma denominacion
de origen para injertar, sin considerar mas quaspecto externo de las cepas. Esto pudo
contribuir, junto con las herramientas de poda, @&dpersion de la necrosis bacteriana en toda
la denominacion de origen, independientemente ddtitad de las parcelas. Al disponer de
una técnica aplicable a muestras asintomaticagnyuna adecuada sensibilidad, se pudo

poner de manifesto la presenciaXdempelinuen nuevas areas.

Los estudios epidemiolégicos basados exclusivamentda sintomatologia de la
enfermedad inducen a error, al existir numerosts®g$anegativos, al menos en condiciones
climaticas similares a las de Aragén. Por ellonesesario el uso de técnicas seroldgicas que
demuestren la presencia @& ampelinusindependientemente de las manifestaciones
sintomatologicas. En otras condiciones mas favesapara la exteriorizacion de los sintomas,

quiza exista una mayor correlacion entre sintorogtaly deteccion serologica.

En la legislacion fitosanitaria actualmente vigedRD 2071/1993) se prohibe la
comercializacién de plantas infectadas @orampelinuspero, como ya se ha indicado, no
hay ningun requisito oficial, que exija la realidac de analisis. Una inspeccion visual
realizada una vez al afio es suficiente para curtgliegislacion, pero, evidentemente, no
evita la dispersion de la enfermedad, puesto qumdteria puede estar presente en plantas
asintomaticas. Por todo ello, se deberia introduairlos programas de certificacion y de
control, analisis serologicos de deteccionXdempelinugque permitieran eliminar posibles

plantas portadoras y asintoméaticas.

En la parcela de Tabuenca se encontr6 que labdisibn de las cepas enfermas
presenté agregacion (analisis ORA) unicamente es ¢olumnas de 30 estudiadas y en
ninguna de las filas. La coincidencia de agregapigmcolumnas con la direccion NO, en la

que sopla el viento dominante (cierzo), pudierausarsimple casualidad, ya que la frecuencia

143



de esta agregacion es baja. En general, los agregath mas patentes cuanto menos tiempo
haya transcurrido desde que aparecio la enfermexdacha parcela. Es l6gico pensar que las
posibles agregaciones que pudieran haber existidoseprimeros afios de introduccion de la
bacteria en la viia de Tabuenca han desaparecid@lgoaso de los afios. Actualmente, el
nivel de infeccién en la parcela es elevado y Hriucion es al azar. Posiblemenke,
ampelinus de facil diseminacién y con periodos importartedatencia, fue introducida hace
bastantes afios. Los posibles gradientes de di@pepsoducidos por las operaciones de poda,
de cultivo o por el viento y la lluvia, se han galdo, enmascarando las tendencias. Para este
tipo de estudios, seria interesante escoger ungelpacon un bajo indice de infeccion,
realizando andlisis serolégicos para la detecciénXd ampelinusdurante varios afios
consecutivos Esto permitiria un estudio compleamta de la dispersion espacial como

temporal de la necrosis bacteriana de la vid.

Se comprobd qu&. ampelinusestaba irregularmente distribuida en las cepas. Lo
porcentajes de cepas enfermas con uno, dos oamesestos infectados (77'84%, 17'84% y
4'32%, respectivamente) justifican tomar variasaeggor parcela y varios sarmientos por cepa

para su analisis.

La carencia absoluta de informacién sobre la tdenmuestras mas adecuada para este
tipo de prospecciones hizo que fuera necesari@idecpriori el nUmero de muestras a tomar
en cada parcela. Con los datos obtenidos se petindae en el futuro la presion a ejercer en
el muestreo. Se sugiere aumentarla en zonas euéaso se aprecien sintomas o0 se sospeche
una baja incidencia de la necrosis bacteriana, coounre en la denominacién de origen

Somontano.

4.5. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este capitulo, smEem deducir las siguientes

conclusiones con repercusion practica:

* Los sintomas de la enfermedad solo fueron obsawal parcelas situadas por encima de
los 550 m de altitud.
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La técnica ELISA-DASI se ha mostrado eficaz en &edcion deX. ampelinusen

condiciones de campo, lograndose la deteccion gasasintomaticas.

Se ha detectadX. ampelinusen las denominaciones de origen Campo de Borja y
Somontano en el 47% y el 0'9%, respectivamenteloslesarmientos analizados. Ello
supone una incidencia media-alta en Campo de Bogaa incidencia mas baja, pero

inquietante, en Somontano.

La deteccion dX. ampelinugn Somontano constituye la primera cita de la exddad en
dicha zona y es de importancia practica, ya qua ernisma se producen vinos de calidad y

se trata de una viticultura en expansion.

Es la primera vez que se detedtaampelinusen Aragdn en sarmientos asintomaticos

procedentes de vifias situadas en cotas inferidoss50 m de altitud.

Se demuestra el irregular reparto o distribuciéX d@mpelinuslentro de las cepas.

El andlisis de la distribucion espacial e ampelinusen una parcela naturalmente
infectada de Tabuenca (Zaragoza) muestra que neceagxistir agregacion de la
enfermedad por filas 0 columnas en la parcela.diflutb de los indices de agregacion
indican que la distribucién de las cepas enfernmis<pampelinuses al azar. Ello podria

indicar que la presencia de la enfermedad en Tabhugaita de hace varios afios.

La presencia deX. ampelinusen cepas sin sintomas supone un riesgo potefasah
multiplicacion, se debe emplear Unicamente varieslagl portainjertos procedentes de
zonas libres dX. ampelinug con garantias sanitarias, asi como tener petEimedidas
culturales recomendadas para evitar la dispersda dnfermedad con los tiles de cultivo

y aperos.
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CAPITULO 5



CAPITULO 5.- SENSIBILIDAD A LA NECROSIS BACTERIANA DE LA VID DE
TRES PATRONES Y 19 VARIEDADES DE VID CULTIVADAS EN DIFERENTES
ZONAS ESPANOLAS

5.1. INTRODUCCION

Los métodos de lucha contra la necrosis bactedani vid son fundamentalmente

preventivos, ya que una vez implantada la enferchedgulta muy dificil su control (Ridst

al., 1983). En parcelas afectadas porampelinusse recomiendan tratamientos con cobre y
medidas culturales para ayudar a convivir con fareredad, aunque no son suficientes para
lograr su control efectivo en afios con condiciaiesaticas favorables para ésta. Por ello, es
de interés disponer de informacion sobre la sditibli a la necrosis bacteriana de la vid de
las variedades mas cultivadas, para aconsejar lasjuslenos sensibles para las nuevas
plantaciones o replantaciones a realizar en zondaseque esta bacteriosis sea endémica.
También se podria preveer, en funcion de la sdigsitide las variedades cultivadas y de la

climatografia de cada zona, la gravedad poteneid énfermedad.

A nivel mundial, los conocimientos actuales solaesensibilidad a la necrosis
bacteriana de los distintos patrones y variedatikzados son escasos. Los datos existentes
se basan, fundamentalmente, en las observacioaéigadas en afos propicios para la
manifestacion de sintomas en zonas afectadastatirente sobre vides enfermas o en las
diferencias observadas en ensayos de patogeni@iizitheeet al, 1970; Ridéet al, 1983;
Panagopoulos y Psallidas, 1983; Panagopoulos, 1R&I&, 1996), existiendo muy pocos
estudios sobre la sensibilidad varietal en ensaposparativos (Ridé, 1985; Panagopoulos
1987; Perogt al, 1995; Ridé 1996).

Las primeras informaciones sobre la sensibilidathd variedades espafiolas surgieron
de la observacion directa en campo de los sint@muakicidos en vides enfermas en Aragon,
Rioja y Galicia (L6pezt al, 1980; Graciat al, 1980; MAPA, 1981; Sampayat al, 1981,
Lopez, 1983; GOmez y Lbopez, 1986). Posteriormdatguesta a punto de una técnica de
inoculaciénin vitro (Lopez et al, 1984) y la realizacion de un ensayo de sens#ullid

utilizando 30 variedades espafiolas en plantaciguieadirecto, en Tosos (Zaragoza) e

146



inoculadas en tres épocas diferentes del afio yntdutees afios consecutivos (Lopezal,
1987c; Lopezet al, 1987d), proporcionaron la Unica informacion dispte sobre la

sensibilidad a la necrosis bacteriana de la vidspana.

La sensibilidad de una determinada variedad pestlr condicionada por factores
ambientales, como las caracteristicas edaficasatitas y el manejo del cultivo, y por
factores intrisecos del ensayo, como son el métmlaoculacion, la época y el aislado
bacteriano utilizado (Ridét al, 1983; Lépezt al, 1984). También es conocido que el patron
podria influir en la sensibilidad de la variedace e injerta (Graciat al, 1980; MAPA,
1981; Sampayet al, 1981; Lopez, 1983; Ridet al, 1983), por lo que era de interés estudiar,
comparativamente, el comportamiento de las vareslathiferas espafiolas injertadas sobre

distintos portainjertos.

Por ello, se planed un ensayo en una parcelasitela Tosos (Zaragoza) en una zona
afectada por la enfermedad. Durante cinco afiosnséiza@ el comportamiento de 19
variedades espafiolas de vid injertadas en losnesrmas utilizados. Se seleccionaron para
su estudio variedades de interés para la zona, @¢ramplia distribucion en distintas regiones
y algunas variedades autdctonas, asi como los neatronds utilizados en Aragén. Se
realizaron inoculaciones con dos aislados bactesiaitenidos en la zona del estudio para
evitar que la cepa bacteriana influyera en la resaude la vid a la inoculacion. Se seleccioné
la época y el método que permitieran la maximaptadgdad de la vid a la bacteria y se

realizaron las inoculaciones durante dos afios catiges.

5.2. MATERIAL Y METODOS

5.2.1. Localizacion y caracteristicas de la parcela

La parcela en la que se realizaron las inoculasioestaba situada en el paraje
"Camino de las Torcas" de Tosos (Zaragoza), loadligerteneciente a la denominacion de
origen Carifiena y se considerd representativa d®ma. Fue plantada expresamente para
estudiar la sensibilidad varietal a la necrosistdseana de la vid de tres patrones de savia

americana y 19 variedades viniferas cultivadasitenetites areas espafolas. Tanto el paraje
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como la localidad donde se ubico la parcela pectana una zona donde se habian observado
durante 1978-1981 abundantes sintomas de la erfadng donde se habia estudiado
anteriormente la sensibilidad varietal en otro gosan plantas a raiz directa (Lopetzal,
1987). El suelo de la parcela tiene una clase ttaixttanca, de tipo medio, es decir, con una
combinacion éptima de arena, limo y arcilla, fatal trabajar, con una buena capacidad de
retencion de humedad y de nutrientes, y poco pgeapem la compactacion. Conlleva
capacidades de intercambio cationico medias, esidardel contenido de arcilla y de materia
organica. Tiene un pH (8'31) moderadamente basiam ycontenido medio en materia
organica y magnesio, y muy alto en fosforo y potasiendo la relacion K/Mg alta. Es un

suelo carbonatado, con un contenido en calizaaadgv/%.

5.2.2. Material vegetal

El cinco de abril de 1982 se plantaron tres pasal marco y densidad de plantacion
habitualmente utilizados en la zona de estudidd(B2x 2'20 m; 2.000 plantas/ha). Estos
patrones fueron Rupestris de Lot, R-110 (BerlandieRupestris) y 41-B (Chasselas x

Berlandieri).

Sobre los tres patrones se injertaron, el 13 dié dd 1983, 19 variedades viniferas
pertenecientes a la coleccion de variedades ddevidbngares (Zaragoza), de la Estacion de
Viticultura y Enologia (Gobierno de Aragdn), que es@onen en la tabla 5.1 junto a las
sinonimias utilizadas en los catalogos de varieslatke las colecciones del Rancho de la
Merced (Jerez de la Frontera) (Garcia y Lara, 1988) Encin (Madrid) (Comunidad de
Madrid, 1990).

Esas variedades alcanzan porcentajes de cultidespafia superiores al 45% en las
variedades blancas y al 18% en las variedades sndgtialalgo, 1993), representando,
practicamente, a todas las regiones vitivinicolapaBolas. La ausencia de variedades
importantes, como Garnacha, Macabeo, Zalema, Ohamtic., fue debida a problemas
surgidos durante la plantacion, lo que impidi0 nbtedatos de una numero suficiente de

plantas, por lo que no se incluyeron en este esttaiparativo.
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La parcela se plantdé con 38 filas por 27 columiasjue supuso un total de 1.026
cepas, es decir, 342 cepas por patron, 54 cepasapedad y 18 cepas por cada combinacién

patron y variedad estudiadas.

Tabla 5.1.- Variedades esparfiolas/ites viniferaensayadas y sus sinonimias*.

Variedades blancas  Sinonimias

Airén Aidén, Lairén, Manchega, Valdepefas, Valdepen

Blanca basta No descrita.

Cayetana Cayetana blanca, Robal.

Malvasia Malvasia de la Rioja, Rojal, Subirat, $attparent.

Merseguera Escanyavella, Exquitxagos, Marisanchoasadera, Meseguera,
Verdosilla.

Palomino Alban, Jerez, Listan, Listan blanco.

Pedro Ximénez Casta de Montuo, Duro, Jetibi, PeiméXd, Pedro Jiménez, Pedro
Ximénez de Jerez, Pedro Ximénez de Montilla, PersguRerruno de la
Sierra.

Variedades negras Sinonimias

Bobal Bobos, Coreana, Provechon, Requena, Requigrio,Requena.

Garnacha peluda Lledoner pelut, Lledoner gris.

Graciano Graciana, Morrastel.

Granegro Gran negro, Grand noir de la Calmette, Gegro.

Juan Ibafiez Concejon, Muguel de Arcos, Miguel deioA Miguelillo, Moristel,
Salcefio.

Mazuela Carignan, Carignane, Carifiena, Crusillizit, Samso.

Monastrell Alcayata, Garrut, Morastell, Morrast®élpurvedre.

Tempranillo Aragonez, Cencibel, Jacivera, Templamlegro, Tinta Roriz, Tinta
Santiago, Tinto fino, Tinto pais, Ull de Llebre,rdell.

Tinto basto Borrachoén.

Tinto de Madrid Negra de Madrid, Negral, Tinto comu

Tinto de Toro No descrita.

Tinto del pais Tempranillo negro.

* Segln Garcia y Lara (1989) y Comunidad de Ma(irib0).
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Se incluyeron en el ensayo las variedades GracgjaMonastrell que parecen ser
sinonimias, asi como Tempranillo y Tinto del pggsgue se consideraban como distintas por
sus caracteristicas morfolégicas en la colecciorvidede Longares. Ante la carencia de
estudios genéticos que permitieran concluir sobredentidad, se han considerado como

diferentes en este trabajo.

5.2.3. Cultivos bacterianos

Se utilizaron dos cepas te ampelinusaisladas por M.M. Lopez en 1978 y 1983 en
la misma localidad del ensayo, Tosos (Zaragozapsksepas pertenecen a la coleccion de
bacterias fitopatégenas del IVIA-Valencia y tiermmo nimero de referencia el 60.7 y 64.
La cepa 60.7 ha sido depositada en la Collectiotiohale de Bactéries Phytopathogénes
(CNBP) de Angers (Francia). Para las inoculaciosesitilizaron cultivos bacterianos de 72 h
en medio LPGA, de los que se prepar0 una suspessi@ygua estéril de aproximadamente
10° ufc/ml, con absorbancia de 0'8 a 443 nm.

5.2.4. Inoculacién

La primera inoculacion se realiz6 cuando se cemnSidque la mayoria de las
variedades de vid estaban bien establecidas, @nog afos de la plantacion. La inoculacion
se llevd a cabo renovando las heridas de poda dies tbs pulgares de cada cepa y
depositando 10QI de la suspensién d& ampelinusen la herida recién efectuada (Lomtz
al., 1987d). Se inocularon todas las cepas de la lpaete marzo de 1987. Una segunda
inoculacion se realizé un afio mas tarde en el misms, utilizando una cepa bacteriana

diferente. El primer afio se utilizé la cepa 60l gegundo afio la cepa 64.

5.2.5. Observacion de sintomas e indices de clasfiion

En invierno, antes de la poda, se observaronitisrsas de cada cepa, adjudicandole
una nota segun el siguiente criterio:
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0 - Ausencia de sintomas. Planta de aspecto sano.

1 - Brotaciones débiles, achaparramiento. Plardgpesdosa.
2 - Sintomas en un sarmiento o pulgar.

3 - Sintomas en dos sarmientos o pulgares.

4 - Sintomas en mas de dos sarmientos o pulgaesfgatan a la vegetacion de
forma importante.

5- Mas de dos yemas abortadas y/o chancros delomgiud de mas de tres
entrenudos. Planta muy afectada.

Se realizaron cuatro lecturas, en los aflos 19838,11990 y 1991. En 1989 no fue

posible tomar datos por haberse podado la viiia aleteealizar las lecturas.

Para la clasificacion de la sensibilidad varietala enfermedad se ha seguido un
método similar al utilizado para determinar la spéibilidad a Erwinia amylovoraen

variedades de peral asiatico (Lecomte, 1993). lastedo tiene en cuenta tres criterios:

- Severidad de los sintomas (S): media de la adjadicada segun los sintomas
observados, elaborado para cada variedad y catcatgiin la escala de lectura.

- Frecuencia de la enfermedad (F): Porcentajdaiegs con sintomas.
- Indice de sensibilidad (1): Producto del valer ld severidad por la frecuencia de

enfermedad (S x F).

Se efectu6 la clasificacion de la sensibilidadetal en tres clases, cuando los indices

calculados alcanzaron simultdneamente los sig@esateres:

Severidad de Frecuencia de la indice de

Clase los sintomas enfermedad sensibilidad
|  Muy sensible 215 > 70% > 100
I Moderadamente sensible <1ZW <70%y>50% <100y 50
[l Poco sensible <1 < 50% <50
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5.2.6. Pluviometria registrada

Durante la década 1982-1991, la estacion metepoaldnas proxima a la parcela del
ensayo registrd las pluviometrias mensuales qessanen en la tabla 5.8. Las pluviometrias
fueron escasas, con valores anuales inferiores media historica y con frecuentes y
prolongadas épocas de déficit hidrico.

Tabla 5.2.- Estacion Meteorologica de Carifienag@aza). Pluviometria registrada durante la
década 1982-1991.

Afo Ene. Febr.Mar. Abr. May. Jun. Jul. Agos. Sep. Oct. Nov. Dic. Anual

1982 105 430 210 185 685 267530 710 130 910 235 80 4477
1983 00 70 175 6'0 40 525 310 269 1'8 13265 195 2259
1984 30 274 400 135937 255 00 4'8 9'0 1001327 9'0 3686
1985 110 185 134 170 635 300 185 00 00 029'185 180 2384
1986 19'9 395 345 435 440 66'5 200 30 845 1120 185 240 5099
1987 55'0 400 165 145 520 6'0 150 70 85740 52'6 46'6 3877
1988 41'8 50 2'0 2080 76'5 1405 11'0 00 00 300 8'6 1'0 5244

1989 00 125 415 745 665 110 85 405 410 20 440 410 3830
1990 22'0 02 87 200 382755 431 426 681 293 126 130 3733
1991 6'5 756 46'9 686 334 343 301 89 67'3 26'8 140 178 4302

I\/_Iedia_l 37'9 32'8 422 482 724 659 320 35'8 40'3 42'30'83 54'9 5355
histérica’

* Media histdrica calculada con los datos de 30sdfie Le6n, 1987).
En negrita los valores pluviométricos mensualessyperan la media historica.

5.3. RESULTADOS

Durante los afios transcurridos desde la plantai@odia vifia (1982) hasta las ultimas
lecturas realizadas (1991), se produjeron bajaalglenas vides, 1o que no permitié inocular
en algun afo todas las cepas previstas o realizau enomento alguna lectura. Para que las
lecturas de cada afio tuvieran el mismo peso eresodtados obtenidos, sélo se han analizado
los datos de aquellas plantas que habian sidoladasien dos afios (1987 y 1988) y de las

que se pudo tener lecturas en los cuatro afios (1988, 1990 y 1991).
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El 85% de las cepas plantadas cumplieron esasaonés. En la tabla 5.3 figura el
namero exacto de vides estudiadas de cada comfynpatron-variedad, asi como los totales

de cada variedad y de cada patron.

Tabla 5.3.- Numero de cepas de cada combinacidarpasiriedad de las que se han obtenido
datos para el estudio de la sensibilidad.

Patron

Variedad R. de Lot R-110 41-B Total
Airén 14 16 15 45
Blanca basta 16 15 17 48
Bobal 12 16 16 44
Cayetana 6 14 13 33
Garnacha peluda 15 15 17 47
Graciano 16 16 17 49
Granegro 13 15 15 43
Juan Ibéfez 13 13 16 42
Malvasia 12 14 17 43
Mazuela 14 16 18 48
Merseguera 16 15 13 44
Monastrell 17 17 17 51
Palomino 14 13 17 44
Pedro Ximénez 16 15 14 45
Tempranillo 17 17 17 51
Tinto basto 16 17 16 49
Tinto de Madrid 15 18 17 50
Tinto de Toro 17 18 15 50
Tinto del pais 13 17 17 a7
Total 272 297 304 873

Los datos obtenidos de la observacion de sintalmasda variedad se exponen en la
tabla 5.4. En las tablas 5.5, 5.6, 5.7 y 5.8 semes los indices calculados en cada afio para
cada combinacion variedad/patrén y para las valiesi&n el conjunto de los patrones. Se

observaron sintomas de necrosis bacteriana (natdstinta de cero), al menos en uno de
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Tabla 5.4.- Notacién de los sintomas de las vadiesi@studiadas, injertadas sobre tres patrones.

Lecturas realizadas en 1987, 1988, 1990 y 1991osnsl(Zaragoza).

Patrone
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Variedades

Airén

Blanca bas

Boba

Cavetan

Garnacha pelu
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Granear

Juan Ibane

Malvasii

Mazuel:

Mersequer

Monastrel

Palomint

Pedro Ximéne

Tempranillc

Tinto bast

Tinto de Madri

Tinto de Tor

Tinto del pai

0 : Ausencia de sintomas. Planta de aspecto sano.

1 : Brotaciones débiles, achaparramiento. Plarspesdhosa.

2 : Sintomas en un sarmiento o pulgar.

3 : Sintomas en dos sarmientos o pulgares.

4 : Sintomas en mas de dos sarmientos o pulgaeesfectan a la vegetacién de forma importante.

5: Mas de dos yemas abortadas y/o chancros dengitud de mas de tres entrenudos. Planta muyaafac
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Tabla 5.5.- Severidad de los sintomas, frecuerecia énfermedad e indice de sensibilidad. ampelinusvalores medios y desviacion tipica de
19 variedades espafiolas de vid injertadas sobresRigode Lot. Datos obtenidos durante los afiog,18838, 1990 y 1991.

Severidad de los sintomas Frecuencia de la eeftzth indice de sensibilidad
1987 1988 1990 1991 Media 1987 195118 1990 1991 iaMpd| 1987 1988 1990 1991 Media

Airén 15412 21+07 22+13 27+06 21+04 79 93 93 100 | 91+ 8 118 192 206 271 | 197+ 55
Blanca basta 11412 1918 15+1'3 17+11 15+03 50 69 63 81 | 66+ 11 53 133 94 137 | 104+ 34
Bobal 20+ 13| 31+1'0] 24+09 23+10 24+04 83 100 100 92 | 94+ 7 167 308 242 206 | 231+ 52
Cayetana 17+17| 23+17 1'3+14 05+11 15+07 67 83 67 17 | 58+ 25 111 194 89 8 | 101+ 66
Garnacha peluda | 0913 | 15+1'4 14+12 12+172 13+02 40 53 67 60 | 55+ 10 37 78 93 72 70+ 21
Graciano 13+11| 20+09 16+12 16+12 16+03 88 94 69 88 | 84x 9 109 188 112 142 | 138+ 32
Granegro 1'9+12| 22413 12+12 27+10 20+06 85 85 54 92 | 79+ 15 163 182 62 249 | 164+ 67
Juan Ibafiez 1'3+0'8| 21+1'5] 1'1+1'1 29+05 18+07 85 85 62 100 | 83+ 14 111 176 66 292 | 161+ 85
Malvasia 22+13| 1310 1'3+10] 17+1'2 16+03 75 67 67 75 | 71+ 4 163 89 89 125 | 116+ 30
Mazuela 09+10| 11+15 07+10 17+14 1'1+04 57 50 43 64 | 54+ 8 53 57 31 110 | 63+ 29
Merseguera 21+12| 32+1'8 30+09 31+08 28+04 94 88 94 100 | 94+ 4 193 279 281 306 | 265+ 43
Monastrell 13+12| 12+11 12+14 08+10 1'1+02 71 71 53 47 | 60+ 11 91 87 65 39 71+ 21
Palomino 14+ 11| 30+1'7 26+11 32204 25+07 79 86 93 100 | 89+ 8 107 257 239 321 | 231+ 78
Pedro Ximénez 11413 26+1'4 16+10 1'1+1'1 16+06 56 94 81 50 | 70+ 18 63 240 127 53 | 121+ 74
Tempranillo 12+12| 16x1'5 07+12 23207 14+06 59 65 29 100 | 63+ 25 69 103 21 229 | 106+ 77
Tinto basto 11413 15+1'5 08+11 10+12 1'1+03 50 63 44 50 | 52+ 7 56 94 36 50 59+ 21
Tinto de Madrid 07+10| 17+17 12+12 17+13 1'3+04 40 67 60 73 | 60+ 12 27 116 72 127 | 85+ 40
Tinto de Toro 09+09| 19+15 0405 21+10 1'3+07 65 71 35 100 | 68+ 23 57 133 12 212 | 104+ 76
Tinto del pais 08+10| 15+12 11+12 08+11 10+03 46 62 54 46 | 52+ 6 36 90 58 39 56+ 22

Media | 1'3+04| 20+0%6 14207 19+08 16+05 66+ 16 | 75+ 14 | 64+ 20 | 77+ 24| 71x 14 86+ 49 | 14872 | 90+ 77 | 144+ 98| 116+ 62
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Tabla 5.6.- Severidad de los sintomas, frecuerecia énfermedad e indice de sensibilidad. ampelinusvalores medios y desviacion tipica de
19 variedades espafiolas de vid injertadas sobrHORBEIatos obtenidos durante los afios 1987, 1988) $9991.

Severidad de los sintomas Frecuencia de la eeftzth indice de sensibilidad
1987 1988 1990 1991 Media 1987 195118 1990 1991 iaMpd| 1987 1988 1990 1991 Media

Airén 12412 17+09 21+10 21+08 18+04 63 88 94 100 | 86+ 14 74 148 199 206 | 157+ 53
Blanca basta 08+10| 13+172 04+10 17+11 11+05 53 80 13 87 | 58+ 29 43 101 5 150 | 75+ 55
Bobal 15413 24+1'7 16+11 21+11 19+04 81 81 75 81 | 80+ 3 122 198 117 168 | 151+ 33
Cayetana 12412 20+2'0 18+17 11+12 15+04 64 64 57 50 | 59+ 6 78 129 102 54 | 91+ 28
Garnacha peluda | 03+08| 11+12 05+10 0712 06+03 13 47 20 33 | 28+ 13 4 50 9 24 22+ 18
Graciano 06+07| 09+10 09+11 1410 10+03 50 63 50 69 | 58+ 8 31 59 47 95 58+ 23
Granegro 12+13| 15+1'1 08212 24+08 15+06 60 80 33 93 | 67+ 23 72 117 27 224 | 110+ 73
Juan Ibafiez 1'9+ 13| 27+1'6) 10+1'1 25+07 20+07 77 92 54 100 | 81+ 18 148 249 54 246 | 174+ 80
Malvasia 05+08| 10+11 02+04 1010 07+03 36 50 21 57 | 41+ 14 18 50 5 57 32+ 22
Mazuela 13+1'4| 11+1'4 08+11 11209 1'1+02 56 44 38 75 | 53+ 14 74 46 30 84 59+ 21
Merseguera 1'9+12| 2'8+1'9] 25+1'3 27+07 25+03 87 87 93 100 | 92+ 6 168 243 230 273 | 226+ 38
Monastrell 08+10| 12+172 06+11 0810 09+02 53 71 29 47 | 50+ 15 44 83 19 39 46+ 23
Palomino 18+ 13| 12410 1'3+1'1 25+08 17+05 77 62 62 100 | 75+ 16 142 71 80 254 | 137+ 73
Pedro Ximénez 07+10| 11+10 1'3+1'3 10+1'3 10+02 40 60 53 60 | 53+ 8 27 64 68 60 55+ 16
Tempranillo 11413 12+11 06+10 1611 11+04 47 71 29 76 | 56+ 19 50 87 17 126 | 70+ 41
Tinto basto 02+04| 12+16 03+07 0608 06+04 24 47 18 53 | 35+ 15 6 55 5 34 25+ 21
Tinto de Madrid 02+07| 15+13 02+0.4 1611 09+07 11 72 17 83 | 46+ 32 2 108 3 134 62+ 60
Tinto de Toro 06+10| 21+13 03+07 13210 1'1+07 33 83 22 78 | 54+ 27 19 176 7 99 75+ 68
Tinto del pais 11410 21+11 07208 06+09 1'1+06 71 88 53 41 | 63+ 18 75 182 37 27 | 80+ 61

Media | 1'0+05| 1'6+06 09+0%6 15+07 12+05 52+ 21| 70+ 15| 43+ 24 | 72+ 21| 59+ 17 50+ 49 | 11064 | 40+ 64 | 109+81| 73+ 54
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Tabla 5.7.- Severidad de los sintomas, frecuerecia énfermedad e indice de sensibilidad. ampelinusvalores medios y desviacion tipica de
19 variedades espafiolas de vid injertadas sobBe Bhtos obtenidos durante los afios 1987, 1988) $9991.

Severidad de los sintomas Frecuencia de la eeftzth indice de sensibilidad
1987 1988 1990 1991 Media 1987 195118 1990 1991 iaMpd| 1987 1988 1990 1991 Media

Airén 11412 17+10] 17+11 23+10 17+04 60 80 87 100 | 82+ 14 68 139 150 227 | 146+ 56
Blanca basta 06+1'1| 15+14 07+10 21208 12+06 29 59 35 100 | 56+ 28 19 90 25 206 | 85+ 75
Bobal 08+13| 14+14 13+11 21+11 14+05 38 69 69 88 | 66+ 18 30 99 90 186 | 101+ 55
Cayetana 17+13| 15+14 12+11 1012 1'3+03 69 62 62 46 | 60+ 8 117 95 71 46 | 82+ 26
Garnacha peluda | 05+10| 1'1+13 06+10 06+04§ 07+02 24 47 35 41 | 37+ 9 11 50 23 24 27+ 14
Graciano 08+0'8| 06+08 04+098 13208 08+03 59 41 24 76 | 50+ 20 45 24 8 99 44+ 34
Granegro 15412 0911 05+10 25+08 14+07 73 53 33 100 | 65+ 25 108 50 18 247 | 105+ 88
Juan Ibafiez 16+10| 1313 02204 2'3+06 14+08 88 75 19 100 | 70+ 31 142 98 4 231 | 119+ 82
Malvasia 12+15| 11+1'0] 1'2+1'0] 15+1'4 1'3+01 47 65 65 53 | 57+ 8 58 72 76 78 71+ 8
Mazuela 09+12| 08+11 02+05 0608 07+03 50 44 17 44 | 39+ 13 47 37 4 27 29+ 16
Merseguera 15+1'4| 15+1'3 1'8+14 32+08 20+07 62 62 77 100 | 75+ 16 90 95 136 323 | 161+ 95
Monastrell 1'1+05| 05+08 02+07 09+12 06+03 88 29 6 41 | 41+ 30 93 14 1 36 36+ 35
Palomino 1'3+13| 15+1'5 2'1+1'2 29+09 20+06 59 65 82 100 | 76+ 16 76 99 170 294 | 160+ 85
Pedro Ximénez 11+13| 1818 14+12 08+08 13+04 50 57 71 57 | 59+ 8 54 102 102 45 | 76+ 27
Tempranillo 05+1'0| 05+10 02+07 21209 08+07 29 29 6 94 | 40+ 33 16 16 1 194 56+ 79
Tinto basto 12+14| 12+12 05+09 06+09 09+03 50 63 31 38 | 45+ 12 59 74 16 23 43+ 24
Tinto de Madrid 09+1'1| 12+12 02+05 14209 09+05 53 65 12 82 | 53+ 26 47 80 2 116 61+ 42
Tinto de Toro 07+11| 17+13 0305 17+12 1'1+06 33 67 33 80 | 53+ 21 22 111 11 139 | 71+ 55
Tinto del pais 06+10| 12+12 12+14 08+10 10+03 35 53 47 53 | 47+ 7 21 62 58 44 | 46% 16

Media | 1'0+04| 12+04 0806 16+08 12+02 52+ 18 | 57+ 13| 41+ 26 | 73+ 24 | 56+ 13 53+ 36 | 68+ 34 | 34+ 54 | 117+97| 64+ 41
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Tabla 5.8.- Severidad de los sintomas, frecuerecia énfermedad e indice de sensibilidad. ampelinusvalores medios y desviacion tipica de
19 variedades espafiolas de vid injertadas solseéateones de savia americana (R. de Lot, R-11D-B)4Datos obtenidos durante los afios
1987, 1988, 1990y 1991.

Severidad de los sintomas Frecuencia de la eeftzth indice de sensibilidad
1987 1988 1990 1991 Media 1987 195118 1990 1991 iaMpd| 1987 1988 1990 1991 Media

Airén 13+12| 1809 20+11 23+09 19+04 67 87 91 100 | 86+ 12 84 158 184 233 | 165+ 54
Blanca basta 08+1'1| 16+x15 09+12 1'8+1'0 1'3+04 44 69 38 90 | 60+ 21 37 109 33 164 | 86+ 55
Bobal 14+ 14| 23+1'%6 17+11 21+11 19+03 66 82 80 86 | 78+ 8 91 184 136 185 | 149+ 39
Cayetana 15+1'4| 1'9+1'7| 1'5+1'5 09+1'2 1'4+03 67 67 61 42 | 59+ 10 99 125 88 40 | 88+ 31
Garnacha peluda | 06+11| 12+13 08+11 08+11 09+02 26 49 40 45 | 40+ 9 14 58 34 37 36+ 16
Graciano 09+09| 12+11 10+12 1410 1'1+02 65 65 47 78 | 64+ 11 57 76 45 111 | 72+ 25
Granegro 15413 15+1'3 08+12 25+09 16+06 72 72 40 95 | 70+ 20 109 107 32 239 | 122+ 75
Juan Ibafiez 16+11| 20+16 07+10 25+07 17+07 83 83 43 100 | 77+ 21 135 165 31 255 | 146+ 80
Malvasia 13+1'4| 11+1'0] 09+1'0] 1'4+1'3 12402 51 60 51 60 | 56+ 5 64 69 46 83 66+ 13
Mazuela 11412 10+1'3 0609 11+11 09+02 54 46 31 60 | 48+ 11 58 46 18 67 47+ 18
Merseguera 1'8+1'3| 26+1'8 25+1'3 30+08 25+04 82 80 89 100 | 88+ 8 151 204 218 300 | 218+ 54
Monastrell 11+10| 1011 07+12 08+11 09+01 71 57 29 45 | 50+ 15 75 55 20 38 47+ 20
Palomino 15413 1'9+1'6) 20+1'3 29+08 21+05 70 70 80 100 | 80+ 12 104 133 159 291 | 172+ 71
Pedro Ximénez 1'0+12| 1'8+1'6 14+12 10+11 13+04 49 71 69 56 | 61+ 9 47 130 98 53 | 82+ 34
Tempranillo 09+12| 11+13 0510 2009 11+05 45 55 22 90 | 53% 25 42 61 11 180 | 74+ 64
Tinto basto 08+12| 13+14 05+09 08+10 09+03 41 57 31 47 | 44% 10 34 74 16 35 40+ 21
Tinto de Madrid 06+10| 15+1'4 05+09 16+11 10+05 34 68 28 80 | 53+ 22 20 101 13 126 | 65+ 49
Tinto de Toro 07+10| 19+14 03+06 17+11 12+07 44 74 30 86 | 59+ 22 31 141 10 146 | 82+ 62
Tinto del pais 08+10| 16+172 10+12 08+10 10+03 51 68 51 47 | 54+ 8 41 107 51 36 | 59+ 28

Media | 1'1+04| 16+04 10+06 16+07 13+04 56+ 16 | 67+ 11 | 49+ 21 | 74+ 22 | 62+ 14 61+ 38 | 105+#45 | 51+ 62 | 122+90| 82+ 50
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los afios, en 833 de las 873 cepas inoculadas (9¥4Pas cepas inoculadas). Como puede
observarse todos los cultivares ensayados se mwstsensibles en las condiciones del
ensayo. En los datos obtenidos existio una graiabibdad entre repeticiones, variedades,
patrones y afios, y las desviaciones tipicas deverislad de los sintomas, de la frecuencia
media de enfermedad y, por lo tanto, la de loxéwdde sensibilidad medios fueron elevadas.
Se observé una buena correlacion entre severidéigcyencia de la enfermedad, mas
facilmente apreciable cuando se representan losegatomo graficos de barras (figuras 5.1. a
5.9).

En las figuras 5.1, 5.2 y 5.3 se representan &sres medios de la severidad de los
sintomas, la frecuencia de la enfermedad y el éndiécsensibilidad de todas las variedades en
cada uno de los cuatro afios en los que se realifasdecturas de los sintomas de necrosis
bacteriana, independientemente del patrén y pactarglinto de las variedades (tabla 5.8). El
altimo afo (1991) fue en el que se alcanzaron &bsregs medios mayores en los tres indices
calculados (S=1'6; E=74%; 1=122) y en 1990 los mesndS=1; E=49%,; I=51). En 1987 y
1988, afios en los que se efectuaron las inoculegicse obtuvieron valores intermedios,
superiores en 1988 con relacion a 1987. Seguntetiorde clasificacion adoptado (apartado
5.2.5), los tres indices alcanzaron en 1991 valqes incluyen a la media de todas las
variedades en la clase | (muy sensible) y como naodidenente sensibles en 1987 y 1990. En
1988 los indices de severidad y sensibilidad superdas valores (1'5 y 100, respectivamente)
por lo que clasificarian la media de las variedameso muy sensible, pero la frecuencia de

enfermedad no alcanzé el 70% requerido para ello.

En las figuras 5.4, 5.5 y 5.6 se exponen los ealonedios de los distintos indices de
la enfermedad de cada afio, en el conjunto de teeeaes injertadas en cada uno de los tres
patrones, y su media total en el periodo de esfftdidas 5.5, 5.6 y 5.7). El patron Rupestris
de Lot (272 cepas estudiadas) se comportd comaesirglujo mayor sensibilidad varietal,
tanto en el andlisis de la severidad, como deeleufincia de la enfermedad y del indice de
sensibilidad. Los otros dos patrones, R-110 (299aseestudiadas) y 41-B (304 cepas
estudiadas), segun la escala aplicada, indujerarmas moderada sensibilidad, con valores

similares entre si.
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Figura 5.1.- Severidad de los sintomas de nedmasi®riana durante los afios
ensayo para el conjunto de varieds
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Figura 5.2.- Frecuencia de la necrosis bacterianande los afios del ensayo
el conjunto de varieda
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Figura 5.3.- indice de sensibilidad a la necroaistériana durante los afios
para el conjunto de variedac
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Figura 5.4.- Severidad de los sintomas de la nisdoasteriana durante los afios del
ensayo, segun los diferentéopas en el conjunto de variedades.
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Figura 5.5.- Frecuencia de la necrosis bacterianante los afios del ensayo, segun
los diferentes patrones eroejunto de variedades.
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Figura 5.6.- indice de sensibilidad a la necroaistériana durante los afios del ensayo,
segun los diferentes patronesl@onjunto de variedades.
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Figura 5.7.- Severidad de los sintomas de la nisdoasteriana en 19 variedades espafiolas de

vid (valores medios obtenidos con tres patronesiatro afios).*
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Figura 5.8.- Frecuencia de la necrosis bacteriari®esariedades espariolas de vid (valores

medios obtenidos con tres patrones en cuatro afos).
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Figura 5.9.- Indice de sensibilidad a la necroagdriana en 19 variedades espafiolas de vid

(valores medios obtenidos cen fratrones en cuatro afios).*
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* Las variedades aparecen ordenadas segun eldalbrdice estudiado.
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En las figuras 5.7, 5.8 y 5.9 aparecen las vadeslardenadas segun el valor medio de
los indices estudiados (de mayor a menor) alcalsza&uo los cuatro afios de lecturas,
independientemente del patrén sobre el que estwvimjertadas (tabla 5.8). Estos valores
fueron obtenidos de la observacion de los sint@nasn minimo de 33 y un maximo de 51
cepas de cada variedad. Las seis variedades méiblesnen orden decreciente, fueron
Merseguera, Palomino, Airén, Bobal, Juan Ibafezan€gro, que se clasificaron como de
sensibilidad elevada (clase 1). Cayetana, Blancstabalinto de Toro, Pedro Ximénez,
Tempranillo, Graciano, Malvasia, Tinto de Madrithtd® del pais y Monastrell se clasificaron
como de sensibilidad media (clase Il) y Mazuelatd basto y Garnacha peluda como menos
sensibles (clase Ill). La frecuencia de enfermedadlas variedades Granegro (69'8) y
Monastrell (50'5), se situ6 practicamente en eitéirde las clases 1y II, y en el de las clases Il
y lll, respectivamente, incluyéndose los valoreslateotros dos indices en la clase | para
Granegro y clase lll para Monastrell, por lo queéhaa respetado estas Ultimas clases en la

clasificacion de esas dos variedades.

En las figuras 5.10 y 5.11 se sefalan con trexes) segun la escala de sensibilidad
adoptada, la clasificacion obtenida para cada cwmen variedad-patrén-afio, asi como los
valores medios de cada variedad-patron y variefigard 5.10), y variedad-afio y variedad
(figura 5.11), lo que permitio, de una forma glok#gtectar la influencia del patrén, afio y
variedad en la obtencién de los valores medios;amd su variabilidad y la correlacion entre

severidad de los sintomas y frecuencia de la eefigich

Todas las variedades injertadas en Rupestris tiuemn clasificadas como clase | 6
clase Il. Con el patrén R-110, las variedades Mabdjarinto basto y Garnacha peluda fueron
consideradas como poco sensibles (clase lll), y elopatron 41-B lo fueron Monastrell,

Mazuela, Tinto basto y Garnacha peluda (figura)s.10

Se observa que para un indice concreto en unaicacnn variedad/patron pueden
existir diferencias sustanciales en los distinfigsae incluso, que en algunos casos segun el
afo, la misma variedad se puede clasificar enréassdlases de sensibilidad definidas. Los
valores medios de los cuatro afios fueron mas neguba l6gicamente también lo son los

valores medios del periodo estudiado, independieeniée del patron.
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Figura 5.10.- Clasificacion de la sensibilidadkaampelinusde 19 variedades espafiolas de vid injertadas smweatrones diferentes, segun la
severidad de los sintomas, su frecuencia y eléricsensibilidad. Observaciones realizadas esfios 1987, 1988, 1990 y 1991.
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Figura 5.11.- Clasificacion de la sensibilidad Gevariedades espafolas de vid segun la
severidad de los sintomas, su frecuencia y eléricsensibilidad. Observaciones realizadas
en los afios 1987, 1988, 1990 y 1991.
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La variabilidad mayor se dio en las variedadesifatadas como medianamente
sensibles, seguidas de las poco sensibles. Lasegudlares fueron las clasificadas como muy

sensibles.

5.4. DISCUSION

Se logrd con éxito la plantacion e inoculacion ¥orampelinugde 19 variedades de
vid. El alto porcentaje (95'4%) de cepas que muasiraintomas, al menos en un afio,
demostré que tanto el método de inoculacion comafdaca y las cepas bacterianas
seleccionados, fueron adecuadas al objetivo propues

En general, la climatologia nofue favorable paaailitar la manifestacion de los
sintomas y es posible que la necesidad de implantana misma parcela todas las variedades
hiciera que las condiciones de cultivo de las mgsma fueran las idéneas para el normal
comportamiento de una determinada variedad. Dad® Igs focos de la enfermedad
detectados en otras zonas estan muy localizad@ement unas condiciones climaticas poco
representativas de las condiciones de las granolesszdel cultivo, no se ha considerado
oportuno realizar otros estudios en paralelo coudeelTosos (Zaragoza). Tampoco se ha
considerado conveniente realizar ningun ensayondeulacién en zonas en las gie

ampelinusno hubiera sido identificada.

Se ha establecido, por primera vez, una escasemigbilidad varietal y de influencia
del portainjertos a la necrosis bacteriana dedawilas condiciones de cultivo de Aragon. No
obstante, debido a que la variabilidad de los tadat es un problema general de los estudios
de sensibilidad varietal a enfermedades bacteritosmsgesultados obtenidos en este ensayo no
deben ser tomados como clasificacion absoluta,cnm una tendencia de la sensibilidad de
las variedades y patrones estudiados en las condgisefaladas. Por ello, no se ha
considerado oportuno analizar estadisticamentddtess, ni calcular diferencias significativas

entre variedades, sino solo clasificarlas en tregag, segun su sensibilidad varietal.
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En nuestro caso, es posible que la variabilidadodedatos obtenidos esté mas
condicionada por el afio y por la propia sensikilida los patrones y variedades que por las
diferencias de la inoculacion. En dos afios consemuse inocularon dos cepas diferentes de
X. ampelinugde probado poder patégeno, en la época y corctactécon la que se habian
obtenido anteriormente mejores resultados (lRid#., 1983; Lopezt al, 1984). Con ello se
pretendia reducir, en la medida de lo posiblefegte respuesta a la inoculacién. Ademas, se
relacionaron los tres criterios de clasificaciéayesidad de los sintomas, frecuencia de la
enfermedad e indice de sensibilidad, lo que peajtiitiitar los problemas que pudieran haber

surgido con inoculaciones muy irregulares.

Las diferencias de un afio a otro, tanto en largkac de los sintomas como en la
frecuencia de la enfermedad, ya habian sido old&svan vides infectadas naturalmente
(Ridé et al, 1983; Fioriet al, 1996) y en inoculaciones artificiales (Rieléal, 1983; Lopez
et al, 1987d). Este es el principal problema que plantea ensayos de sensibilidadXa
ampelinugealizados en campo (LOopetal, 1984; Perost al, 1995), ya que el desarrollo de
la planta y de los sintomas depende de las coméigiclimaticas. De los datos pluviométricos
registrados en la estacion meteoroldgica de Caifigaragoza) durante la realizacion de este
ensayo de sensibilidad (tabla 5.2) s6lo cabe dmstaes periodos (abril, mayo y junio de
1988; junio, julio, agosto y septiembre de 1990ferero, marzo y abril de 1991) que
alcanzaron registros pluviométricos superiores amkdia histérica mensual respectiva.
Dichos periodos pudieran ser considerados comordhies para la manifestacion de los
sintomas de la necrosis bacteriana de la vid, pddigustificar, en parte, las diferencias

observadas.

El hecho de que en 1991 se alcanzaran valoressdadices superiores a los de 1990
podria explicarse por la existencia de periodopldeiometria elevada durante 1990 y 1991,
que favorecieron la posterior manifestacion deosiias en 1991. Por contra, con anterioridad
a 1990 se registraron periodos de escasez hi@recagyual modo, estas circunstancias fueron
mas favorables para 1988 en relacion a 1987. Adeemasste caso, las diferencias pudieron

incrementarse al afiadir el efecto de una segumdalacion realizada en 1988.

Las inoculaciones coX. ampelinusrealizadas en distintos patrones de vid cultivados

en condiciones controladas en invernadero en Frapermitieron agrupar a Rupestris de Lot,
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R-110 y 41-B en una misma clase de sensibilidagsiderandolas tolerantes a la enfermedad
(Ridé, 1996). La induccién de una mayor sensibilidX. ampelinugle las variedades que se
injertan sobre Rupestris de Lot con respecto anjastadas en R-110 y 41-B, habia sido
sugerida en la denominacién de origen Carifienantiiel periodo 1978-1981, en el que las
vides mostraron severos sintomas de la enferméitadiget al, 1980; Sampayet al, 1981;
Lopez, 1983) y en Francia (Ridét al, 1983), pero no habia sido demostrada
experimentalmente. En nuestro ensayo comparate hecho ha sido contrastado, ya que las
19 variedades se clasificaron en una clase debd@resil superior cuando estaban injertadas
en Rupestris de Lot que cuando lo estaban entlos patrones (figura 5.4, 5.5, 5.6 y 5.10). El
patron Rupestris de Lot no deberia, pues, utizags zonas afectadas por la necrosis

bacteriana de la vid.

Los estudios anteriores con las variedades esmfithbian sido realizados en
plantaciones de pie directo (Lépetzal, 1987c), lo que podria dar lugar a diferenciasaen
sensibilidad comparando con los resultados dedasdades injertadas en patrones (Ritlé
al., 1983). A pesar de ello, el estudio comparativoladeresultados obtenidos no difiere
sustancialmente, ya que, de las 16 variedadesugumenf incluidas en ambos estudios, 11 de
ellas se agruparon en la misma clase de sensihil&leén, Graciano, Juan Ibafiez, Malvasia,
Mazuela, Monastrell, Pedro Ximénez, Tempranilloytdide Madrid, Tinto de Toro y Tinto
del pais. En este estudio se han comportado compo smsibles las variedades Bobal,
Granegro y Palomino, que estaban consideradas cooderadamente sensibles. Por el
contrario, la variedad Garnacha peluda, considecastao medianamente sensible, se ha
comportado como poco sensible. Las diferencias reayentre los dos estudios se han dado
en la variedad Merseguera, ya que ahora esta ictadf inequivocamente como clase |,
siendo la variedad que se ha mostrado como la em&ssbée de todas las ensayadas, mientras
gue anteriormente (Lopet al, 1987c) estaba clasificada como poco sensibleo Dae en
este ensayo se ha comportado de manera uniforme gy sensible, se puede sospechar
gue, o bien se ha utilizado en este caso un cletmtii, de mayor sensibilidad que el del

ensayo anterior, o bien esta variedad resulta &srsensible tras ser injertada.

Las variedades Merseguera, Palomino, Airén, BobBahn lIbafiez y Granegro,
clasificadas como muy sensibles, algunas ocupamdgsaareas de cultivo de las regiones

vitivinicolas andaluza, central y levantina, dotal@ecrosis bacteriana no esta presentX. Si
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ampelinusfuera introducida en esas zonas de cultivo, podaizsar, dependiendo de la
climatologia, graves pérdidas economicas, por le ge deberian extremar las medidas

preventivas para evitar la introduccion de dichatdréa.

5.5. CONCLUSIONES

* De los cuatro afios objeto de estudio, 1991 se tsratm como el afio mas favorable al

atague d&X. ampelinus

» El patron Rupestris de Lot ha conferido una magoswilidad a las variedades injertadas
sobre él. Los patrones R-110 y 41-B se han comgmrtde manera similar entre si,
confiriendo menos sensibilidad que Rupestris de Lot

» Las 19 variedades objeto de este estudio hanadsuder sensiblesXa ampelinus

» Las variedades Merseguera, Palomino, Airén, Bahen Ibafez y Granegro han mostrado

una elevada sensibilidad en las condiciones dayensnientras que Mazuela, Tinto basto

y Garnacha peluda han mostrado una baja senstilida
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DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

Xylophilus ampelinugPanagopoulos) Willemst al. es una bacteria considerada de
cuarentena, no solo en Europa (lista A2 de OEPR) &mbién en otras zonas (North
American Plant Protection Organitation [NAPPQO] detafrican Phytosanitary Council
[IAPSC]). Esta bacteria es el agente causal destaosis bacteriana de la vid, enfermedad
grave, vascular y ciclica, muy influenciada pordaadiciones meteoroldgicas y que provoca

sintomas que pueden ser confundidos con los de extifarmedades.

Dicha bacteria ha sido poco estudiada y es deild#islamiento, especialmente en
primavera y verano. Esta es posiblemente la razbnlg que hasta ahora sélo ha sido
confirmada su identificacién en Grecia, Francialidt Espafia y Sudafrica. En Espafia, esta
bacteria ha causado importantes pérdidas economicd&gagon y esta también presente en

Galicia y La Rioja.

La necrosis bacteriana de la vid carece de metkosicha directa eficaces, pero,
ademas, no se aplican métodos indirectos de cqsetdccion sanitaria, certificacion, etc.),
ya que no existen técnicas de deteccion sensiblespecificas de aplicacion rutinaria, que
serian imprescindibles para acometer el contrdadenfermedad y prevenir su dispersion a

nuevas zonas.

En esta Memoria de Tesis doctoral se ha pretendslbver algunos de los problemas
planteados en el control de la necrosis bactertEnéa vid y de ahi su marcada vertiente

aplicada, que ha tratado de avanzar en el esthadomEcimiento con una vision finalista.

En la Introduccién se ha realizado una revisidtidgrafica, constatando la escasez de
referencias, y detectando los objetivos a alcarizara parte experimental, se ha procurado
abordar aquellos aspectos que pudieran proporcresaitados Utiles para resolver los tres
objetivos fundamentales de la Memoria: 1) Puegtardo de un método fiable de deteccion
de X. ampelinusen material vegetal en cualquier época del afiermgo vegetativo, 2) la
evaluacion del grado de infeccion por la bacterm wiiedos aragoneses y 3) el
establecimiento de la sensibilidad de los prinepatultivares espafoles de vidXxa

ampelinus.
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La puesta a punto de un método sensible, seneslfzecifico y capaz de ser utilizado
rutinariamente para el diagnostico y deteccibnXdeampelinus se ha abordado en tres
capitulos de la presente Memoria. El resultadd t@asido la normalizacién de la técnica
inmunoenzimatica ELISA-DASI sistema biotina/estogptdina (b/sa), utilizada con una
mezcla de anticuerpos monoclonales especificoxeape reaccionar con cualquier cepa de
X. ampelinusLa técnica hace posible la deteccion inequivaca® ufc/ml de la bacteria en
macerados del material vegetal. Ademas, ELISA-D#&S4&, combinada con el nuevo sistema
de lavado interno de sarmientos, también desadmba esta Memoria de Tesis, ha permitido
la deteccion, por primera vez, de antigenoX.dempelinusen vides asintomaticas, incluso en
reposo invernal. El sistema de lavado interno denisatos permite realizar rutinaria y
semiautomaticamente la extraccion de fluidos imgrngracias al uso de un sencillo

instrumental ideado para ello.

El método desarrollado (técnica inmunoenziméticsisfema de lavado interno de
sarmientos) hace posible una deteccion mas fiabl¥. campelinusque los métodos hasta
ahora propuestos por la OEPP, que eran el aisleanien medio de -cultivo, la
inmunofluorescencia indirecta convencional y la epbacion visual de los sintomas
caracteristicos. EI método ha sido propuesto anldustria y es internacionalmente
comercializado por la empresa REAL-DURVIZ, con sbtpcolo establecido en la presente

Tesis doctoral.

En los primeros capitulos también se ha puestmngopy evaluado una variante de la
técnica ELISA que no requiere la realizacion derastbs. EI método, denominado
inmunoimpresion-ELISA, se basa en el analisis égiob de improntas o huellas de
secciones de sarmientos en membranas de nitros@lyjoaunque es menos sensible que el
método ELISA-DASI propuesto, permite de forma rap(ttes horas) revelar muestras pre-

impresas y confirmar, incluso en condiciones depmaraintomatologias dudosas.
La utilizacion de estos métodos debiera generakzpara controles sanitarios de la

produccion viveristica e implantarse rutinariamerte los programas de certificacion

espafoles, que hasta ahora s6lo analizan virtispfdgsmas.
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El segundo objetivo fundamental de esta Memorisith@ el andlisis de la situacion de
la infeccion porX. ampelinusen las dos denominaciones de origen de Aragomtisshan
evolucionado en los ultimos afios y que son Cam@ddad@a y Somontano. Simultaneamente,
se ha analizado la distribucién espacial de larevddad en una vifia afectada. Ambos
aspectos parecen imprescindibles, no solo paraavel grado de infeccion, sino para poder
emitir recomendaciones al agricultor con intencida disminuir la dispersién de la
enfermedad en zonas contaminadas o la introdueidstauracion de la misma en nuevas

areas.

La enfermedad esta presente en todas las comatiwasicolas de Aragon y se han
estimado porcentajes de infeccion del 9'5% dedpaxen Campo de Borja y del 2'7% en las
nuevas zonas de expansion del cultivo del Somordanduesca, siendo ésta la primera cita
en dicha zona. Toda nueva plantacion deberia elfesetlcon material libre d¢. ampelinus

(previo analisis) o, al menos, proceder de zofas tie la enfermedad.

En esta Memoria, se ha detectado, por primeraeveAragon,X. ampelinusen
sarmientos asintomaticos procedentes de vifiasdaguan cotas inferiores a los 500 m de
altitud, donde nunca se han observado sintomaa daeférmedad. Asi pues, la ausencia de
sintomas tampoco garantiza la sanidad de un mateggtal determinado. Se confirma la
irregular distribucion deX. ampelinusen cepas infectadas. En la toma de muestras, es
necesario recolectar al menos un sarmiento de lmad® (usualmente tres), para analizar el

estado sanitario de una planta.

En la parcela afectada objeto del estudio deillistion espacial se ha observado que

la bacteria se distribuia al azar en el interioladg@antacion.

El tercer objetivo fundamental de la Tesis hattatde la sensibilidad a la enfermedad
de variedades y portainjertos. A pesar de que fiuss ale los ensayos hayan sufrido
condiciones climaticas poco favorables para laesipn de sintomas de la enfermedad, se ha
establecido, por vez primera, una escala de sédaibiarietal asi como la influencia de tres
portainjertos en dicha sensibilidad a la necrosigtdyiana en las condiciones de cultivo de

Aragon.
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Las 19 variedades estudiadas han resultado seremides aX. ampelinus
confirmando la elevada sensibilidad de Mersegueatgomino, Airén, Bobal, Juan lbafiez y
Granegro en los afos del ensayo. Estas variedadpsmg practicamente como monocultivo,
importantes areas de vifiedo espafiol, donde seidel@tremar las medidas preventivas para
impedir la introduccion d&X. ampelinus Las variedades Mazuela, Tinto basto y Garnacha
peluda se han mostraron como las menos sensiblestjitayendo una opcion de interés para
zonas infectadas. Las restantes variedades ensdyalanostrado una moderada sensibilidad

a la enfermedad.

Se ha demostrado que el patron Rupestris de Idatcen mayor sensibilidad a las
variedades, confirmando observaciones de otroggakste patron no deberia utilizarse en

zonas con incidencia de la enfermedad.

Esta Tesis ha procurado aportar datos de inteaés gvitar la introduccion de la
bacteria en nuevas area&. ampelinuses una bacteria que puede poner en peligro a una
viticultura moderna, como esta ocurriendo en ddatexdas zonas de Francia, y para la cual ya
existen métodos indirectos de andlisis que debex$tablecerse a través de la normativa

fitosanitaria precisa.

Por todo ello, seria fundamental realizar consralginarios e incluir dentro de los
programas de certificacion Y& ampelinus Se deberia controlar la sanidad de las plantas
importadas y aplicar sistematicamente los méto@odiagndstico propuestos, para evitar la

dispersién de esta grave enfermedad.
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