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RESUMEN

El pie negro de la vid estd causado por las especies fungicas Cylindrocarpon
liriodendri y C. macrodidymum. Estos patogenos afectan a las plantas de vid en
los viveros y en las plantaciones jovenes, principalmente de menos de cinco afos
de edad.

En esta Tesis se ha caracterizado una coleccion de 82 aislados de Cylindrocarpon
espaiioles, obtenidos de plantas de vid con sintomas de pie negro procedentes de
viveros y de vifiedos jovenes. Los aislados fueron identificados mediante el
estudio de las secuencias de las regiones BT1 del gen de la B-tubulina e ITS del
ADN ribosémico; y el andlisis estadistico multivariante de las variables
fenotipicas: morfologia de las colonias, produccién de conidios y crecimiento
miceliar a diferentes temperaturas. Asi, 26 de los aislados correspondieron a la
especie C. liriodendri y 56 a C. macrodidymum.

Barbados enraizados del portainjerto cultivar R 110 se inocularon con aislados
representativos de C. liriodendri o C. macrodidymum. Todas las plantas
inoculadas desarrollaron los sintomas tipicos del pie negro confirmando la
patogenicidad de ambas especies a vid.

La técnica de analisis “Inter-Simple Sequence Repeat” se utilizé para estudiar la
diversidad genética en C. liriodendri y C. macrodidymum. Los resultados
mostraron diversidad genética en ambos patéogenos siendo ésta mucho mayor en
la especie C. macrodidymum. A su vez, los ensayos de patogenicidad efectuados
con aislados seleccionados de ambas especies en plantulas de semillas obtenidas
del cultivar Tempranillo, demostraron que C. macrodidymum presenta también
variabilidad en virulencia.

Todos los aislados de C. liriodendri y C. macrodidymum fueron caracterizados
para determinar la posible presencia de micovirus. Sin embargo, con el método
de extraccion utilizado, que se basa en cromatografia en celulosa, no se detecto
ARN de doble cadena en ninguno de ellos.

Respecto al control, los ensayos efectuados in vitro demostraron que tanto los
tratamientos con fungicidas como con agua caliente tienen un gran potencial para
controlar de manera eficaz a estos dos hongos. Los fungicidas captan,
didecildimetil cloruro amonico, cubiet, oxicloruro de cobre y tiram inhibieron la
germinacion de los conidios de ambas especies a niveles muy satisfactorios;
mientras que carbendazima, procloraz, imazalil y quinosol mostraron un buen



efecto en la reduccion del crecimiento miceliar. En cuanto a los tratamientos con
agua caliente, la exposicion de aislados de C. liriodendri y C. macrodidymum a
tratamientos de 46 °C fueron suficientes para inhibir completamente Ia
germinacion de conidios; mientras que para detener el desarrollo miceliar se
requirieron tratamientos de, al menos, 48 °C durante 60 minutos.



RESUM

El peu negre de la vinya esta causat per les espécies de fongs Cylindrocarpon
liriodendri i C. macrodidymum. Aquests patogens afecten les plantes de vinya en
els vivers i en les plantacions jovens, principalment de menys de cinc anys
d'edat.

En aquesta Tesi s'ha caracteritzat una col-leccié de 82 aillats de Cylindrocarpon
espanyols, obtinguts de plantes de vinya amb simptomes de peu negre procedents
de vivers i de vinyes jovens. Els aillats van ser identificats per mitja de 1'estudi de
les seqiiencies de les regions BT1 del gen de la B-tubulina i ITS del ADN
ribosomic; i l'analisi estadistica multivariant de les variables fenotipiques:
morfologia de les colonies, produccié de conidis i creixement miceliar a diferents
temperatures. Aixi, 26 dels aillats van correspondre a I'espécie C. liriodendri i 56
a C. macrodidymum.

Estaques amb arrels del portaempelt cultivar R 110 es van inocular amb aillats
representatius de C. liriodendri o C. macrodidymum. Totes les plantes inoculades
van desenvolupar els simptomes tipics del peu negre confirmant la patogenicitat
d'ambdos espécies a vinya.

La tecnica d'analisi “Inter-Simple Sequence Repeat” es va utilitzar per a estudiar
la diversitat genética en C. liriodendri i C. macrodidymum. Els resultats van
mostrar la diversitat genética en ambdds patogens sent aquesta molt major en
l'espécie C. macrodidymum. A més, els assajos de patogenicitat efectuats amb
aillats seleccionats d'ambdds espécies en plantules de llavors obtingudes del
cultivar Tempranillo, van demostrar que C. macrodidymum presenta també
variabilitat en viruléncia.

Tots els aillats de C. liriodendri i C. macrodidymum van ser caracteritzats per a
determinar la possible preséncia de micovirus. No obstant, amb el meétode
d'extraccio utilitzat, que es basa en cromatografia en cel-lulosa, no es va detectar
ARN de doble cadena en cap d'ells.

Respecte al control, els assajos efectuats in Vitro van demostrar que tant els
tractaments amb fungicides com amb aigua calenta tenen un gran potencial per a
controlar de manera efica¢ a aquests dos fongs. Els fungicides captan,
didecildimetil clorur amonic, cubiet, oxiclorur de coure i tiram van inhibir la
germinacio dels conidis d'ambdds espécies a nivells molt satisfactoris; mentres
que carbendazima, procloraz, imazalil i quinosol van mostrar un bon efecte en la



reduccié del creixement miceliar. Quant als tractaments amb aigua calenta,
l'exposicié d'aillats de C. liriodendri i C. macrodidymum a tractaments de 46 °C
van ser suficients per a inhibir completament la germinacio de conidis; mentres
que per a detindre el desenvolupament miceliar es van requerir tractaments de,
almenys, 48 °C durant 60 minuts.



ABSTRACT

Black foot disease of grapevine is caused by the fungal species Cylindrocarpon
liriodendri and C. macrodidymum. These pathogens affect grapevines in
nurseries and young vineyards, mainly in one to five year old plants.

In this Thesis a collection of 82 Spanish isolates of Cylindrocarpon, obtained
from grapevines showing symptoms of black foot disease in nurseries and young
vineyards, have been characterized. All isolates were identified by sequence
analyses of B-tubulin gene, region BTI, and ITS ribosomal DNA; and the
multivariate factorial analysis of the phenotypical variables: colony morphology,
production of conidia and the colony daily growth rate at the different
temperatures studied. Thus, 26 isolates corresponded to the species C. liriodendri
and 56 to C. macrodidymum.

Rooted cuttings of grapevine rootstock cv. 110 R were inoculated with
representative isolates of C. liriodendri and C. macrodidymum. All inoculated
plants developed the typical symptoms of black foot disease, confirming the
pathogenicity of both species to grapevine.

The Inter-Simple Sequence Repeat technique was used to study the genetic
diversity of C. liriodendri and C. macrodidymum. The results showed genetic
diversity in both pathogens, which was higher in C. macrodidymum. Moreover,
the pathogenicity tests performed with isolates selected from both species in
grapevine seedlings obtained from cv. Tempranillo, detected virulence diversity
in C. macrodidymum.

All isolates of C. liriodendri and C. macrodidymum were characterized to
determine the possible presence of micovirus using a method based in cellulose
chromatography. No double stranded RNAs were detected in any of them.
Regarding to control, in vitro experiments indicated that both, fungicides and
hot-water treatment, have a strong potential to control these Cylindrocarpon
species. The fungicides captan, didecyl dimethyl ammonium chloride, cubiet,
copper oxiclorure and thiram, effectively reduced conidial germination in both
species; while carbendazim, prochloraz, imazalil and chinosol showed a good
effect reducing the growth of the mycelia. Results of hot-water treatments
showed that treatments at 46 °C were enough to inhibit completely the
germination of conidia of C. liriodendri and C. macrodidymum, while to avoid



the growth of the mycelia treatments of at least 48 °C, applied during 60 minutes
were necessary.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL






............................................................................................................. Introduccién general

1- INTRODUCCION GENERAL

1.1- EL CULTIVO DE LA VID

1.1.1- Origen y usos

La vid (Vitis vinifera L.) es uno de los cultivos mas antiguos del mundo
ya que sus origenes se remontan practicamente a la aparicion misma del hombre.
En los comienzos, éste se alimentaba de los frutos de las plantas que crecian de
forma silvestre en su entorno y, posteriormente, al igual que muchas de las
plantas que les resultaban utiles la domestico para utilizarla para su consumo.

El origen geografico de la vid se sitia entre Europa y Asia Central, en la
region del Caucaso, entre el Mar Negro y el Mar Caspio. Los primeros indicios
de la actividad viticola aparecen en esta zona, y datan de 5000 afios antes de
Cristo. A partir de aqui, el cultivo de la vid fue extendiéndose hacia occidente
pasando por Mesopotamia, Siria, Fenicia, Egipto y Grecia y de ahi al resto de
Europa y del mundo. Los colonos espaiioles fueron los que lo introdujeron en
América del Norte desde donde se extendid a todo el continente americano
(Hidalgo, 2002).

La uva, fruto de la vid, se ha utilizado para consumo en fresco o
conservado bajo forma de pasas; pero también para la produccion del vino, una
de las bebidas mas populares y milenarias que se conoce. Estas tres formas de
consumo son tan tradicionales y antiguas como el cultivo mismo (Hidalgo,
2002). El vino era conocido en todos los pueblos antiguos, desde la India
pasando por Grecia, Egipto y en el Imperio Romano. Desde el siglo V hasta el
Renacimiento, la viticultura fue mantenida y mejorada en Europa por las 6rdenes
religiosas y la nobleza. Posteriormente, la colonizacion espafiola expandio la
produccion y consumo del vino por el Nuevo Mundo (Surico, 2000).
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1.1.2- Caracteristicas botanicas y condiciones del cultivo

La vid es un arbusto sarmentoso y trepador, que se apoya y fija a tutores
naturales o artificiales mediante zarcillos. Si no encuentra tutor, se extiende
naturalmente por el terreno de forma mas o menos erguida pudiendo ocupar
extensiones considerables. En las zonas opuestas a las hojas se ubican los
zarcillos o las inflorescencias. Este arbusto es muy longevo pudiendo superar en
algunos casos los 100 afios de vida.

La vid pertenece a la familia Vitaceae que incluye entre otros a los
géneros Ampelopsis, Cissus, Parthenocissus, Tetrastigma y Vitis. El género Vitis,
al que corresponden las vides cultivadas, segun la clasificacion clasica se divide
en dos secciones o subgéneros: Euvitis y Muscardinia (Hidalgo, 2002; Salazar,
2002).

El subgénero Muscardinea contiene tres especies de las cuales solamente
una es cultivada, V. rotundifolia. Esta especie, originaria del sur de Estados
Unidos, muestra resistencia a varias enfermedades y al insecto responsable de la
filoxera, Dactylosphaera vitifoliae, por lo que presenta gran interés en la mejora
del cultivo de la vid.

El otro subgénero, Euvitis, comprende unas 30 especies que se
distribuyen mundialmente de la siguiente manera:

Americanas: agrupa a una veintena de especies que presentan pocas aptitudes
viniferas con la excepcion de V. labrusca. Del resto, existen varias que por su
resistencia a la filoxera se han utilizado como portainjertos o para la produccién
de plantas madres e hibridos productores directos. Entre los més importantes se
citan V. riparia, V. rupestris, V. berlandieri y V. cordifolia.

Asiaticas: existen unas veinte especies que no presentan apenas interés para la
produccion de uva. Entre ellas se encuentra V. amurensis.

Europeas: solo hay una especie, V. vinifera. Esta es la que presenta las mejores
cualidades para la produccion de uva de mesa, pasas y vino. Incluye varios miles
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de variedades o cultivares como resultado de cruzamientos naturales. La
seleccion natural ha eliminado los individuos peor adaptados al medio y,
posteriormente, el hombre ha seleccionado las variedades que mas se adaptan a
sus necesidades de produccion. Esta especie presenta el gran inconveniente de ser
altamente sensible a la filoxera y a varias enfermedades.

El cultivo de la vid se adapta muy bien a diferentes condiciones
climaticas y tipos de suelo. Si bien es exigente en calor y sensible a las heladas,
durante el invierno cuando la planta esta en receso, puede soportar temperaturas
de hasta -15 °C; aunque una vez ocurrida la brotacidn, una exposicion a tan sélo
-2 °C puede ocasionar la pérdida total de la cosecha. En el otro extremo puede
sobrellevar temperaturas de hasta 40 °C y, en ocasiones, de hasta 45 °C.

En cuanto a sus requerimientos de suelo, se adapta muy bien a diferentes
tipos; no obstante, la calidad del vino puede variar segun el tipo de suelo donde
se cultiva, por lo que éste resulta un factor determinante en la produccion.
Asimismo, la vid es muy resistente a la sequia; una vez cubiertas las necesidades

minimas de agua, con unas pocas lluvias puede vegetar sin problemas (Hidalgo,
2002).

1.1.3- Importancia de la vid en Espafia y en el Mundo

La superficie mundial de vid se encuentra en torno a los 7,4 millones de
hectéareas con una produccion total de 66.679.229 t. Espana se sitia en el primer
lugar en cuanto a superficie cultivada con 1.176.133 ha, y el tercero en cantidad
de toneladas producidas (Tabla 1.1) (FAO, 2008). El cultivo de la vid en Espafa
se desarrolla mayoritariamente en secano, lo que determina un menor
rendimiento en kg ha' comparado con otros paises. No obstante, este
rendimiento ha ido aumentando, aunque lentamente, a lo largo de los tultimos
afios (MAPA, 2007).

En Espafia, la vid se cultiva en todas las Comunidades Auténomas (Tabla
1.2) ocupando el segundo lugar en superficie total cultivada después del olivo
(MAPA, 2007). En Castilla-La Mancha hay plantadas 566.587 ha,
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aproximadamente la mitad del total existente en Espafa. Esta superficie coloca a

Castilla-La Mancha en el cuarto puesto en el mundo en cuanto a area cultivada.

Le siguen en superficie Extremadura, Comunidad Valenciana, Castilla y Leon y

Cataluiia que en total suman un 27 %, mientras que el resto se distribuye en las

demas Comunidades Auténomas.

Tabla 1.1. Superficie cultivada y produccion total de vid en el mundo afio 2004.

Superficie Produccion

cultivada total
Pais (miles de ha) Pais (miles de t)
Espafa 1.176 Italia 8.692
Francia 852 Francia 7.563
Italia 840 Espafia 7.286
Turquia 530 Estados Unidos 5.661
China 438 China 5.533
Estados Unidos 377 Turquia 3.500
Iran 275 Iran 2.800
Portugal 210 Argentina 2.365
Argentina 208 Australia 2.150
Rumania 203 Chile 1.900
Chile 175 Sudafrica 1.683
Australia 151 Grecia 1.300
Otros paises 1.997 Otros paises 16.247
Total Total

7.432 66.679

Mundial

Mundial

(Fuente: FAO, 2008)

El destino principal de la produccion es la vinificacion; el 97 % del total

de la superficie plantada est4d destinada a la elaboracién de vino, mientras que el

restante 3 % se dedica a uva de mesa, pasificacion y viveros. Tanto la produccion

de uva de mesa como de plantas en viveros se desarrolla mayoritariamente en la

Comunidad Valenciana, mientras que la pasificacion en Andalucia (Tabla 1.2).
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En la Comunidad Valenciana, concretamente en la provincia de

Valencia, se encuentran casi la totalidad (95 %) de los viveros de vid de todo el

pais. Alli se produce gran parte de las plantas de vid de Espafia, que son

trasladadas luego al resto del pais, cubriendo las necesidades de otras

Comunidades Autonomas.

Tabla 1.2. Superficie cultivada segun destino y Comunidad Auténoma en Espafia

afo 2004.
Uva de Uva para Uva para

Comunidad mesa vinificacion pasificacion  Viveros
Auténoma (ha) (ha) (ha) (ha)
Andalucia 3.428 36.801 4.080 -
Aragon 145 43.107 - -
Baleares 66 1.890 - —
C. Valenciana 11.519 74.940 - 3.433
Canarias 131 18.831 - 24
Cantabria - 42 - -
Castilla y Ledn 200 66.709 - -
Castilla-La Mancha 208 566.587 - 25
Catalufia 39 65.414 - 116
Extremadura 650 89.108 40 -
Galicia - 33.090 - -
La Rioja — 43.662 - -
Madrid 23 18.526 - -
Navarra - 24.863 - —
P. de Asturias - 120 - —
Pais Vasco - 13.154 - —
R. de Murcia 6.302 45.524 - —
Total 22.711 1.142.368 4.120 3.598

(Fuente: MAPA, 2007)
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1.2- ENFERMEDADES FUNGICAS DE LA MADERA DE LA VID

1.2.1- Situacion actual

Bajo el término “enfermedades flngicas de la madera de la vid” se
incluyen a todas aquellas enfermedades causadas por hongos que afectan a la
madera de la vid provocando su deterioro y, posteriormente, en un plazo de
tiempo indeterminado, la muerte de parte de la planta o de la planta entera.

Tradicionalmente, las llamadas enfermedades fungicas de la madera de la
vid se han asociado principalmente a dos patologias: yesca y eutipiosis. Ambas
enfermedades afectan mayoritariamente a plantas adultas de mas de diez afios de
edad, causando alteraciones internas de la madera que provocan decaimiento
general, reduccion de calidad y cantidad de la cosecha y, finalmente, la muerte de
parte o la planta entera de manera mas o menos rapida.

A partir de la década de 1990, coincidiendo con el establecimiento de
numerosas plantaciones nuevas, se comenzo6 a detectar en diferentes regiones del
mundo, incluida Espafia, un aumento en el decaimiento y muerte progresiva de
plantas jovenes ya desde el primer afio de la plantacion. Este fendémeno también
se ha observado durante el proceso de produccion de plantas en los viveros. En la
madera de las plantas afectadas se han aislado diferentes especies de hongos que
no se corresponden con los asociados tradicionalmente a las enfermedades de la
madera de la vid. Esta situacion ha provocado un renovado interés en el estudio
de estas enfermedades, impulsando el desarrollo de nuevas lineas de
investigacion en todo el mundo (Mugnai et al., 1999; Garcia-Jiménez, 2004).

Este incremento en la incidencia de enfermedades fungicas de la madera
en plantas jovenes puede relacionarse, segiin algunos investigadores, con varios
factores. En primer lugar, con una reduccion en el cuidado sanitario del material
de propagacion, con lo cual se ha visto disminuida la calidad de las plantas de
vivero. En segundo lugar, con los cambios ocurridos en las practicas culturales y
manejo del vifiedo, siendo quizas uno de las mas relevantes la escasa proteccion
de las heridas de poda en el campo que pueden favorecer la entrada de diferentes
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patogenos. Y, finalmente, la prohibicion del uso del arsenito de sodio que ha sido

reemplazado por otros fungicidas menos eficaces (Chiarappa, 2000; Graniti et
al., 2000).

Las enfermedades fungicas de la madera de la vid pueden estar causadas
por un elevado niimero de especies que pueden afectar a plantas de diferentes
edades. Estos hongos se agrupan en una serie de patologias que pueden ocurrir
independientemente, en forma simultanea, o incluso ser precursoras unas de otras
en la misma planta (Mugnai et al., 1999). A continuacion se detallan cada una de
ellas por separado, con excepcion del pie negro de la vid causado por
Cylindrocarpon spp., a la que se le dedicara un apartado diferente por ser el tema
de estudio de la presente Tesis.

1.2.2- Yesca

La yesca es una de las mas antiguas y, posiblemente, la mas compleja de
las enfermedades descritas en la vid. En las épocas griega y romana era conocida
por el tipico marchitamiento que causa en las plantas afectadas como
consecuencia de la degradacion de la madera (Surico, 2000). Los sintomas
externos se observan en plantas adultas y se pueden manifestar bajo dos formas:
lenta o crénica, que se caracteriza por un deterioro gradual del follaje, y otra
rapida o apopléjica, que consiste en una muerte subita de la planta (Mugnai et al.,
1999; Pearson y Goheen, 2001).

En la forma lenta o crénica, los sintomas en el follaje aparecen después
de la floracion, durante el verano o inicios de otofio, comenzando por las hojas
basales de las ramas y extendiéndose luego al resto. En las zonas internerviales
de las hojas aparecen coloraciones amarillentas en las variedades blancas y
rojizas en las tintas, que evolucionan posteriormente a necrosis deteriorandolas
gravemente y causando una caida prematura de las hojas. Estos sintomas pueden
variar de un afio a otro en la misma planta manifestindose de forma crénica o
erratica.
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A su vez, la forma rapida o apopléjica resulta mas espectacular, pues
consiste en una muerte subita de la planta en periodos de alta temperatura durante
el verano; en algunas ocasiones incluso sin que se haya manifestado previamente
ningun tipo de sintoma. El follaje y los frutos comienzan a deshidratarse de
forma brusca desde las extremidades, hasta culminar con la muerte de la planta
en unos pocos dias (Beltran et al., 2004).

En ocasiones, en los frutos aparecen ademas unos sintomas denominados
“black measles” que consisten en unos puntos de color violeta casi negro
distribuidos por toda la epidermis de las bayas. Los frutos afectados pueden
mantenerse turgentes hasta la maduracion, o desecarse y colapsar. Estos sintomas
en los frutos pueden aparecer sin que se manifiesten los sintomas foliares
(Mugnai et al., 1999; Pearson y Goheen, 2001).

En el interior de la madera de las plantas afectadas con cualquiera de los
sintomas anteriormente descritos, se observa una podredumbre seca y esponjosa
de color claro amarillento, tipica de esta enfermedad. Esta podredumbre puede
ocurrir tanto en el tronco principal como en los brazos, pero generalmente se
encuentra asociada a heridas de poda u otras heridas. En cortes transversales, la
podredumbre esponjosa habitualmente estd rodeada por una fina linea marrén
oscura. En el resto de la madera pueden observarse otros tipos de deterioro: 1)
pequefias punteaduras marrdon oscuras o negras que se muestran como estrias
necroticas en cortes longitudinales y que se ubican siguiendo los anillos de
crecimiento; ii) areas de color marrén-rosa o marrdn-rojizo, a menudo
desarrolladas desde las punteaduras y ubicadas principalmente en el centro del
tronco o en el margen de las areas necroticas, separando a éstas de la zona
aparentemente sana; y iii) areas amarronadas que varian en forma y textura, que
se mezclan con los anteriores sintomas descritos, a menudo ubicados en sectores
que conectan con heridas importantes.

Los hongos tradicionalmente asociados a la yesca son los basidiomicetos
Fomitiporia mediterranea Fischer y, con menor frecuencia, Stereum hirsutum
(Willd.:Fr.) S.F. Gray. Ambos se aislan principalmente de la podredumbre
esponjosa de color claro, aunque en ensayos de patogenicidad no se ha logrado
reproducir claramente este sintoma (Larignon y Dubos 1997; Mugnai et al.,

10
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1999; Graniti et al., 2000). F. mediterranea originalmente era conocido como
Phellinus igniarius (L.:Fr.) en Italia, y como P. punctatus (P. Karst.) Pilat. en
Francia; posteriormente fue renombrado como F. punctata (Fr.) Murrill (Mugnai
etal., 1999) y en la actualidad como F. mediterranea (Fischer, 2002).

Sin embargo, éstos no son los inicos hongos que se han aislado de las
lesiones antes descritas; también Phaeoacremonium spp. y Phaeomoniella
chlamydospora (W. Gams, Crous, M.J. Wingf & Mugnai) Crous & W. Gams se
aislan frecuentemente. Estas especies se han encontrado asociadas
principalmente a la linea oscura y punteaduras o estrias necroticas (Larignon y
Dubos 1997; Mugnai et al., 1999; Serra et al., 2000; Dubos, 2002; Graniti, 2006).

Larignon y Dubos (1997) desarrollaron una hipotesis en la que proponen
que la yesca es consecuencia de una sucesion de hongos. Pa. chlamydospora y
Phaeoacremonium spp. serian los pioneros en infectar la planta, favoreciendo
luego la infeccion y colonizacion de F. mediterranea y S. hirsutum.

1.2.3- Enfermedad de Petri

La enfermedad de Petri estd estrechamente relacionada con el
decaimiento de plantas jovenes de vid ocurrido en las tltimas dos décadas. A esta
enfermedad se le han dado también otros nombres como “black goo”, “grapevine
decline” o “young yesca” (Morton, 2000; Rego et al., 2000; Edwards et al.,
2001). Finalmente, se consensu6 denominarla “enfermedad de Petri” en honor al
investigador italiano Lionello Petri que en 1912 describié por primera vez los

sintomas tipicos de esta enfermedad (Petri, 1912).

Al contrario que la yesca, esta patologia ocurre principalmente en plantas
jovenes de menos de cinco afios de edad (Serra et al., 2000; Armengol et al.,
2001a; Edwards et al., 2001; Rumbos y Rumbou, 2001; Halleen et al., 2003).
Externamente, las plantas se muestran débiles, con disminucion del crecimiento,
entrenudos cortos, follaje pobremente desarrollado y de aspecto clordtico o
necrotico. Estos sintomas pueden, finalmente, conducir a la muerte de toda la
planta que, en ocasiones, incluso no llega ni a brotar.

11
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Los sintomas que se desarrollan en el interior de la madera son los tipicos
descritos por L. Petri en 1912. Los vasos xilematicos se necrosan y aparecen, en
cortes transversales, punteaduras de color oscuro o negro, mas o menos
agrupadas, que rodean la médula en forma de anillo, mientras que en cortes
longitudinales se muestran como estrias oscuras. Los vasos dafiados pueden
exudar con el tiempo una goma de color oscuro. Estos sintomas, si bien pueden
aparecer a lo largo de toda la madera del portainjerto, del injerto, e incluso de la
variedad, en general son mas acentuados en la zona basal del portainjerto.

Diferentes especies del género Phaeoacremonium y Pa. chlamydospora
son las responsables de causar la enfermedad de Petri. Estos hongos se han
aislado consistentemente de las punteaduras o estrias negras en el interior de la
madera de las plantas afectadas. Asimismo, en inoculaciones sobre material
vegetal de vid con algunos de estos patdgenos, se han desarrollado sintomas
similares a los descritos anteriormente (Larignon y Dubos, 1997; Scheck et al.,
1998b; Eskalen et al., 2007).

El género Phaeoacremonium fue creado por Crous et al. (1996) para
agrupar las especies antes descritas como Cephalosporium sp. y Phialopora
parasitica Ajello, Geog. & C.JK. Wang. En este género se incluyeron, entre
otras, las especies Pm. aleophilum W. Gams, Crous, M.J. Wingf. & Mugnai y
Pm. chlamydosporum W. Gams, Crous, M.J. Wingf. & Mugnai. Posteriormente
la especie Pm. chlamydosporum fue situada en un nuevo género y renombrada
como Pa. chlamydospora (Crous y Gams, 2000).

Dentro del género Phaeoacremonium se han descrito hasta la fecha 13
especies asociadas a la enfermedad de Petri, éstas son: Pm. angustius W. Gams,
Crous & M.J. Wingf., Pm. australiense L. Mostert, Summerb. & Crous, Pm.
austroafricanum L. Mostert, W. Gams & Crous, Pm. inflatipes L. Mostert,
Summerb. & Crous, Pm. iranianum L. Mostert, Griaf., W. Gams & Crous, Pm.
krajdenii L. Mostert, Summerb. & Crous, Pm. mortoniae Crous & W. Gams, Pm.
parasiticum (Ajello, Georg & C.J.K. Wang) W. Gams, Crous & M.J. Wingf.,
Pm. scolyti L. Mostert, Summerb. & Crous, Pm. subulatum L. Mostert,
Summerb. & Crous, Pm. venezuelense L. Mostert, Summerb. & Crous, Pm.

12
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viticola J. Dupont y la anteriormente mencionada Pm. aleophilum. Esta tltima
especie es la mas importante del grupo, pues se aisla con bastante més frecuencia
que el resto (Dupont et al. 2000; Moster et al., 2006).

Por otra parte, tal como se comento6 anteriormente, estas especies también
estan incluidas dentro del complejo de hongos asociados a la enfermedad de la
yesca, donde ademas son aislados de sintomas similares. Actualmente, se
considera que ambas enfermedades se encuentran estrechamente relacionadas,
pues las plantas jovenes afectadas por los hongos que causan la enfermedad de
Petri, podrian luego infectarse con los basidiomicetos asociados a la yesca,
actuando como precursores de ésta ultima (Mugnai et al., 1999; Graniti et al.,
2000; Serra et al., 2000).

1.2.4- Eutipiosis

La eutipiosis, si bien era conocida con anterioridad, a partir de los afios
70 comienza a ser catalogada como una de las enfermedades de la madera mas
destructiva de la vid. A lo largo de esta década, es citada en muchas de las
regiones productoras de vid en el mundo en las que estaba causando pérdidas de
consideracion. Actualmente, su distribucion a nivel mundial estd muy
generalizada, siendo limitada principalmente por la incidencia de las Iluvias. En
general, aparece abundantemente cuando la media anual excede los 600 mm y es
menos probable cuando ésta es inferior a los 250 mm (Pearson y Goheen, 2001;
Dubos, 2002).

La eutipiosis, también llamada “eutypa dieback”, raramente afecta a
plantas de menos de ocho afos de edad. Los sintomas en la parte aérea son
facilmente reconocibles. Durante los primeros meses, al inicio del ciclo del
cultivo en la primavera, se observan deformaciones y decoloraciones en las
brotaciones nuevas. Los entrenudos son mas cortos y las hojas son mas pequefias
de lo normal, algo deformes y de aspecto clordtico. En ocasiones, las hojas
desarrollan pequefias manchas necréticas que con el tiempo coalescen formando
areas necroticas de mayor tamafio. Estos sintomas se ven hasta el final de la

13
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primavera, volviéndose mas acentuados cada afio hasta que finalmente parte o
todo el brazo deja de brotar.

La observacion del brazo o tronco que desarrolla estos sintomas aéreos,
revela la presencia de un chancro asociado generalmente a una herida de poda de
cierta edad. Al realizar un corte transversal en esta zona, aparece en el interior de
la madera una necrosis sectorial de color marrén oscuro, habitualmente en forma
de “v”y, al contrario que la yesca, de consistencia dura.

El ascomiceto Eutypa lata (Pers.:Fr.) Tul. & Tul. es el hongo responsable
de la eutipiosis. E. armeniacae Hansa. & M.V. Carter es otra especie que ha sido
descrita asociada a esta enfermedad es, aunque luego se confirmé que se trataba
de la misma especie (Rolshausen, et al. 2006). La forma asexual corresponde a
Libertella blepharis A.L. Smith. Este hongo, ademas de la vid, afecta a unas 80
especies de plantas (Pearson y Goheen, 2001).

Las ascosporas de E. lata desempefian un rol preponderante en el ciclo
de la enfermedad, ya que son las responsables de diseminar la eutipiosis
causando infecciones en otras plantas. Los peritecios se desarrollan sobre los
chancros de las vides afectadas. Luego, en primavera, las ascosporas son
dispersadas por las lluvias que infectan nuevas vides ingresando por las heridas,
principalmente de poda de los brazos y/o tronco. Estas heridas son mas
susceptibles cuando son recientes, luego se vuelven mas resistentes con la edad
hasta que ya no pueden ser infectadas (Petzoldt et al. 1981). Transcurridos uno o
dos afios desde que ocurre la infeccion se observan los primeros sintomas, siendo
éstos mas evidentes a los tres o cuatro afos. Sin embargo, deben transcurrir aun
varios aflos mas para que se produzca la muerte del brazo o la planta entera
(Dubos, 2002).

1.2.5- Brazo muerto
El brazo muerto o “black dead arm” estd causado por diferentes especies

de la familia Botryosphaeriaceae (Crous et al., 2006; Phillips et al., 2007). Esta
enfermedad fue descrita por primera vez afectando a la vid en Hungria en el afo

14
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1974, luego su presencia fue confirmada en Italia y posteriormente en diferentes
regiones del mundo (Dubos, 2002). Ademas de la vid, especies de esta familia
afectan a muchas otras plantas lefiosas causando dafios muy severos hasta llegar
incluso a la muerte de la planta. No obstante, durante mucho tiempo, tanto en la
vid como en otros hospedantes, estos hongos fueron relegados porque se
consideraban patogenos de debilidad o simples saprofitos.

Generalmente, las plantas afectadas son adultas, de mas de ocho afios de
edad, aunque estos hongos se han aislado también de plantas mas jovenes e
incluso de plantas de vivero (Rumbos y Rumbou, 2001; Halleen et al., 2003;
Edwards y Pascoe, 2004). Los primeros sintomas en la parte aérea se observan en
primavera y se manifiestan durante todo el ciclo del cultivo. Estos aparecen
primero en las hojas basales de las ramas y luego se extienden al resto. Esta
evolucion puede ocurrir de forma severa o lenta pero causando siempre la caida
prematura de las hojas (Larignon et al. 2001; Dubos, 2002).

En la forma severa se produce una defoliacion rapida de las ramas
acompanado por un desecamiento de las flores o frutos. En algunas de estas
ramas pueden permanecer algunas hojas en la punta, pero la mayoria muere y cae
al suelo. A su vez, la forma lenta se caracteriza por el desarrollo de manchas
foliares de color rojo-oscuro (variedades tintas) o amarillo-naranja (variedades
blancas) en la lamina o margen de las hojas. Con el tiempo colapsan formando
grandes zonas deterioradas que muestran diferentes patrones de necrosis,
produciéndose luego la caida de muchas de ellas (Larignon y Dubos, 2001).
Paralelamente, las flores y frutos pueden marchitarse.

En la madera, mediante cortes transversales, se observan necrosis
sectoriales de color oscuro y consistencia dura que comienzan en la base de las
ramas afectadas y se extienden hacia abajo a la zona del injerto. Estas necrosis
estan generalmente asociadas a un corte de poda u otra herida. Muchas veces,
este sintoma se confunde con el causado por E. lata. Externamente, en las zonas
afectadas se forman numerosos cuerpos fructiferos de color negro, solos o
agrupados, que corresponden a las estructuras reproductivas del patdgeno.
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El niimero de especies asociadas a la enfermedad del brazo muerto, ha
ido incrementandose a lo largo de los afos, ya sea por la descripcion de nuevas
especies como por la revision taxondmica que se esta efectuando. Las primeras
especies asociadas al brazo muerto fueron Diplodia mutila (Fr.) Mont. y Di.
seriata De Not. en Italia (Larignon y Dubos, 2001). Posteriormente, ademas de
las anteriores, en Portugal se describi6é Botryosphaeria dothidea (Moug.:Fr.) Ces
& De Not. (anamorfo Fusicoccum aesculi Corda) (Phillips, 1998), que fue
después dividida en tres especies: Neofusicoccum parvum (Pennycook &
Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, N. luteum (Pennycook & Samuels)
Crous, Slippers & A.J.L. Phillips y B. dothidea (Phillips, 2002).

Actualmente, ademas de las anteriores, en las diferentes zonas viticolas
del mundo se han descrito otras especies asociadas al brazo muerto: N. australe
Slippers, Crous & M.J. Wingf., N. ribis (Grossenb. & Dugg.) Crous, Slippers &
AJL Phillips, N. viticlavatum Niekerk & Crous, N. vitifusiforme Niekerk &
Crous, Dothiorella iberica A.J.L. Phillips, Luque & Alves, Do. sarmentorum
A.J.L. Phillips, Alves & Luque, Do. viticola A.J.L. Phillips & Luque y
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griff. & Maubl., Bull. (van Niekerk et al., 2004;
Martos y Luque, 2004; Luque et al., 2005; Phillips et al., 2005; Taylor et al.,
2005; Urbez-Torres et al., 2006; Crous et al., 2006; Martin y Cobos, 2007;
Phillips, 2008).

1.3- EL PIE NEGRO DE LA VID

La enfermedad del pie negro, también llamada “black foot” en inglés o
“pied noir” en francés, estd causada por diferentes especies del género
Cylindrocarpon (Halleen et al., 2006a). Si bien, la primera cita que relaciona a
Cylindrocarpon con plantas de vid data del afio 1961 (Maluta y Larignon, 1991),
es a partir de los afios 90 cuando este género comienza a ser considerado de
interés como patogeno de la vid, coincidiendo con la emergencia de los
problemas de decaimiento y muerte progresiva de plantas jovenes vid.

Las especies de Cylindrocarpon se aislan frecuentemente a partir de
material vegetal de viveros y de plantas jovenes con sintomas de decaimiento en
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diferentes regiones productoras de vid en el mundo (Scheck et al., 1998c; Rego
et al.,, 2000; Armengol et al., 2001a; Rumbos y Rumbou, 2001; Edward y
Pascoe, 2004). En Sudafrica ademas, aunque en muy baja incidencia, también se
han aislado en las plantas madres de los portainjertos (Fourie y Halleen, 2004a).
Asimismo, en Sudafrica y més recientemente en California, estos patdogenos han
sido considerados por algunos investigadores como los mas importantes en los
viveros (Halleen et al., 2003; Dubrovsky y Fabritius, 2007).

En Espafa, algunas investigaciones recientes han constatado la
importancia de Cylindrocarpon en el cultivo de la vid, que se ha encontrado
afectando tanto a plantas de vivero como a plantas de parcelas jovenes (Aroca et
al., 2006; Giménez-Jaime et al., 2006).

1.3.1- Sintomatologia

Durante la primavera, las plantas de vid infectadas con Cylindrocarpon
spp. presentan un retraso en su desarrollo, con una vegetacion débil, hojas
cloréticas y achaparradas por la falta de agua y entrenudos mas cortos. En
ocasiones, algunas yemas o la planta entera no llegan ni a brotar. Estos sintomas
aéreos son consecuencia de los dafios sufridos en las raices y cuello de la planta,
que es donde ocurre la infeccion. Asimismo, estos sintomas son muy generales y
pueden facilmente confundirse con los producidos por la enfermedad de Petri.

Las raices de las plantas afectadas presentan lesiones oscuras, necroticas
y deprimidas con la consiguiente reduccion de la barbada. En ocasiones, para
compensar esta pérdida de masa radicular, algunas plantas desarrollan una nueva
emision de raices, normalmente por encima de la zona afectada, quedando mas
cercana a la superficie del suelo. En la madera del portainjerto se observan
coloraciones oscuras y necrosis que se inician desde la base del mismo y se
extienden hacia arriba. En cortes transversales, estas lesiones necréticas pueden ir
desde la corteza hasta la médula (Figura 1.1). Observaciones mas detalladas
indican que los vasos conductores presentan tilosis o goma de color marrén.
Asimismo, observaciones bajo el microscopio revelan la presencia de hifas en las
células adyacentes al floema y al xilema joven.
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Figura 1.1. Corte transversal (a) y longitudinal (b) de una planta joven de vid
afectada por Cylindrocarpon; obsérvese la necrosis generalizada de la madera del
portainjerto.

Estos sintomas pueden, finalmente, conducir a la muerte de la planta en
la misma campafia o en las campafias siguientes, ocurriendo mas rapidamente
cuanto mas joven es la planta afectada (Grasso, 1984; Maluta y Larignon, 1991;
Scheck et al., 1998a; Rego et al., 2000; Halleen et al., 2004; Halleen et al.,
2006a).

Las coloraciones oscuras y necrosis, principalmente en la base del
portainjerto, son las que han dado a la enfermedad el nombre de pie negro
(Grasso y Magnano Di San Lio, 1975; Maluta y Larignon, 1991).

1.3.2- Etiologia y distribucion mundial

Tradicionalmente, dos especies del género Cylindrocarpon se han
asociado al pie negro de la vid: C. destructans (Zinssmeister) Scholten, y C.
obtusisporium (Cooke y Harkn.) Wollenweb. C. destructans fue descrita por
primera vez afectando vid en Francia en el afio 1961 (Maluta y Larignon, 1991)
y, desde entonces, se ha identificado en Italia (Grasso, 1984), Portugal (Rego et
al., 2000), Argentina (Gatica et al., 2001), Alemania (Fischer y Kassemeyer,
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2003), Nueva Zelanda y Sudafrica (Halleen et al., 2004), Brasil (Garrido et al.,
2004) y California (Petit y Gubler, 2005). Paralelamente, se cit6 la presencia de
C. obtusisporium en Sicilia (Grasso y Magnano Di San Lio, 1975) y luego en
California (Scheck et al., 1998a).

Recientemente, Halleen et al. (2004) caracterizaron filogenéticamente
una coleccion de aislados de Cylindrocarpon de vid procedentes de Sudafrica,
Nueva Zelanda, Australia y Francia y describieron una tercera especie, C.
macrodidymum Halleen, Schroers y Crous, que posteriormente también fue
citada en California (Petit y Gubler, 2005) y Chile (Auger et al., 2007).

En un trabajo posterior, Halleen et al. (2006b) compararon aislados de C.
destructans de diferentes hospedantes herbaceos y lefiosos con otras especies de
este género. Los resultados revelaron que todos los aislados provenientes de vid,
originarios de Francia, Portugal y Sudafrica, e identificados previamente como C.
destructans, presentaban secuencias de los espaciadores transcritos internos (ITS)
del ADN ribosomico y del gen de la B-tubulina, idénticas a la especie C.
liriodendri J.D. MacDonald y E.E. Butler, que habia sido descrita anteriormente
como causante de podredumbre de raices en Liriodendron tulipifera L.
(MacDonald y Butler, 1981). Como consecuencia, Halleen et al. (2006b)
propusieron que todos los aislados de C. destructans procedentes de vid incluidos
en este estudio, debian ser renombrados como C. liriodendri; manteniéndose el
nombre de C. destructans para el resto de los aislados originarios de otros
hospedantes. Petit y Gubler (2007), realizaron un estudio similar llegando a la
misma conclusion con los aislados de C. destructans obtenidos de vid en
California. Posteriormente, esta especie también fue citada en Australia
(Whitelaw-Weckert et al., 2007).

Dentro de este género, en Eslovenia y Nueva Zelanda, se acaba de
describir una nueva especie asociada a la vid, C. pauciseptatum Schroers &
Crous. Sin embargo, aunque esta especie se ha aislado de las raices de plantas de
vid, su patogenicidad en este cultivo atin no ha sido verificada (Schroers et al.,
2008).
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En otros paises productores de vid como Espafia o Grecia, se ha aislado
Cylindrocarpon spp. de plantas jovenes de vid con sintomas de decaimiento pero,
hasta la fecha, no se han identificado a nivel de especie (Armengol et al., 2001a;
Rumbos y Rumbou, 2001).

Ademas de Cylindrocarpon, existe otro género asociado al pie negro de
la vid, Campylocarpon. Halleen et al. (2004), han descrito este nuevo género en
Sudafrica que incluye a las especies C. fasciculare Schroers, Halleen & Crous y
C. pseudofasciculare Halleen, Schroers & Crous. Se trata de hongos menos
frecuentes cuya distribucion, hasta la fecha, esta limitada a este pais.

1.3.3- Taxonomia

El género Cylindrocarpon, que fue introducido por primera vez en el afio
1913 por Wollenweber (Wollenweber, 1913), pertenece al grupo de los Hongos
Mitosporicos. Su forma sexual o teleomorfo corresponde al género Neonectria
que se ubica dentro de la familia Nectriaceae, orden Hypocreales, clase
Ascomycetes (Hawksworth et al., 1995). Si bien Cylindrocarpon fue descrito a
principios del siglo XX, la primer descripcion detallada de este género fue
efectuada en los afios 60 (Booth, 1966).

Los teleomorfos de C. liriodendri y C. macrodidymum, corresponden a
Neonectria liriodendri Halleen, Rego & Crous (Halleen et al., 2006b) y
Neonectria macrodidyma Halleen, Schroers & Crous (Halleen et al., 2004)
respectivamente. Tradicionalmente, la forma sexual de todas las especies dentro
del género Cylindrocarpon era atribuida a Nectria, pues todos los teleomorfos
cuyas formas anamorfas coincidian con Cylindrocarpon spp. se clasificaban
dentro de este género. Nectria es un género clasico que incluia un elevado
niumero de especies anamorfas. Recientemente, este género fue revisado y
dividido en nuevos teleomorfos. De esta manera, todos los representantes de
Nectria con forma asexual Cylindrocarpon spp., fueron transferidos a uno de
estos nuevos géneros denominado Neonectria Wollenw. La correspondencia
Neonectria-Cylindrocarpon fue corroborada mediante estudios filogenéticos,
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donde quedo demostrado que Cylindrocarpon y Neonectria son monofiléticos
(Rossman et al., 1999; Mantiri et al., 2001; Braydford et al., 2004).

Morfologicamente el género Cylindrocarpon se caracteriza por presentar
fialidas largas. Los conidios, que son hialinos, se originan a partir de estas
fialidas en forma basipeta sin llegar, en general, a formar cadenas. Los
macroconidios pueden ser rectos o ligeramente curvados, cilindricos a fusoides,
con los extremos redondeados y con 1 a 10 septos. Los microconidios, si estan
presentes, también pueden ser rectos o ligeramente curvados, con los extremos
redondeados y con 0 a 1 septo. Puede o no formar clamidosporas; éstas se
originan en el micelio pero también pueden producirse en los macroconidios; son
hialinas a marrones, globosas y pueden estar aisladas, en cadenas o agrupadas y
de forma intercalar o terminal. Asimismo, los aislados presentan una gran
variabilidad morfologica, las colonias pueden ser blancas, beiges, naranjas,
marrones o purpuras, mientras que el micelio puede ser ralo u algodonoso y
puede o no formar esporodoquios (Booth, 1966; Samuels y Brayford, 1990).

Las especies que causan el pie negro de la vid, C. liriodendri y C.
macrodidymum, siempre forman microconidios, macroconidios de 1 a 3 tabiques
y clamidosporas en el micelio y macroconidios. Asimismo, los aislados dentro de
cada una de las especies presentan diferentes colores y texturas. Para diferenciar
a C. liriodendri de C. macrodidymum algunos investigadores afirman que los
macroconidios de C. liriodendri son levemente mas curvados y de menor tamafio
que los de C. macrodidymym (Halleen et al., 2004; Halleen et al., 2006a); sin
embargo, en la practica, esta caracteristica ha resultado poco resolutiva para la
identificacion de ambas especies.

1.3.4- Biologia y epidemiologia

Las especies del género Cylindrocarpon son habitantes comunes en el
suelo. La produccion de clamidosporas les permite sobrevivir largas temporadas
en ausencia de hospedantes. Sin embargo, existe poca informacion acerca de qué
papel tienen exactamente en la supervivencia del hongo y en la infeccion de las
plantas (Booth, 1996; Halleen et al., 2004).
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Las especies de este género afectan a un amplio rango de hospedantes
herbaceos y lefiosos, causando decaimiento y muerte de plantas principalmente
jovenes (Samuels y Brayford, 1990; Halleen et al., 2004). En general, las
patologias que causan son de trascendencia menor pero, en algunas ocasiones,
provocan dafios econdmicos significativos. Ademas de plantas de vivero y
plantaciones jovenes de vid, las especies de Cylindrocarpon también pueden
afectar gravemente a semilleros forestales, especialmente de coniferas, generando
importantes pérdidas de plantas (Hamelin et al., 1996). Otro cultivo que puede
ser gravemente dafado es el ginseng (Panax quinquefolius L.), en el que la
especie C. destructans causa severas podredumbres de raiz en plantulas y plantas
adultas (Reeleder y Brammal, 1994; Mahfusur et al., 2005).

En la vid, C. liriodendri y C. macrodidymum se aislan de las raices, de la
madera del portainjerto, principalmente desde la base, y de la zona del injerto
(Rego et al., 2000; Halleen et al., 2004; Petit y Gubler; 2005, Aroca et al., 2006).
Estas dos especies infectan a las vides a través de las raices, pero también pueden
ingresar a la planta por la base del portainjerto. Cuando las varetas de los
portainjertos son plantados en el suelo de los viveros, el callo de la base sufre
pequefias heridas que actian como via de entrada para estos patogenos. En
Sudafrica, la presencia de Cylindrocarpon spp. en la zona del injerto, es atribuida
a la practica que efectiian algunos viveros, que consiste en cubrir con suelo
durante algunas semanas la planta injertada por encima del injerto para evitar que
ésta se deshidrate (Halleen et al., 2003).

Durante el proceso de produccion de plantas, el material vegetal puede
infectarse en diferentes momentos. Sin embargo, la fase de enraizamiento es
considerada la mas critica, pues los niveles de Cylindrocarpon pueden
incrementarse sustancialmente en este momento. En una investigacion conducida
en viveros de vid de Sudafrica, se efectuaron aislamientos de Cylindrocarpon
spp. a partir de material vegetal en las diferentes etapas durante el proceso de
producciéon de plantas. Previo a la plantacion en suelo, las varetas injertadas
presentaban un nivel de infeccion de Cylindrocarpon spp. inferior al 1%. Sin
embargo, este valor aumentd significativamente después de la plantacion,
alcanzandose el 50% de plantas afectadas. Los investigadores concluyeron que,
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al menos en Sudafrica, la principal fuente de inoculo del pie negro en los viveros
es el suelo (Halleen et al., 2003).

En este sentido, en un trabajo similar efectuado en viveros de Espaiia,
Cylindrocarpon spp. se aislé con aproximadamente igual frecuencia durante
todas las etapas del proceso de produccion de plantas de vid, alcanzando valores
en torno al 20% (Giménez-Jaime et al., 2006).

La presencia de Cylindrocarpon spp. en las plantas madres de los
portainjertos, que fue confirmada en Sudafrica, no alcanzd gran trascendencia
dado que no se considero a este material como fuente de indéculo de importancia.
Cylindrocarpon spp. solo se aislé en un 0,17 % de las muestras evaluadas (Fourie
y Halleen, 2004a).

El sistema de produccion de plantas de vid, mediante reproduccion
vegetativa, juega un papel preponderante en la dispersion de la enfermedad, pues
Cylindrocarpon spp. pueden diseminarse a través de este material. En algunos
paises como Portugal, se especul6 que las plantas de vivero son, con seguridad, el
principal origen de las infecciones en el campo. En ocasiones, se ha constatado
que las plantas de parcelas afectadas provenian de una misma regién o incluso de
un mismo vivero (Rego et al., 2000).

En cuanto a la incidencia de esta enfermedad en campo, al tratarse de
hongos que habitan comtinmente en el suelo, las plantas también pueden
infectarse en el terreno definitivo. Gubler et al. (2004) aseguran que las
infecciones en el campo pueden depender, entre otros factores, de las condiciones
del cultivo. Estos investigadores afirman que, en California, la cantidad de
plantas afectadas por Cylindrocarpon spp. aumenta sustancialmente cuando la
plantacion se desarrolla en suelos pesados y/o pobremente drenados.

1.3.5- Medidas de control

Hasta la fecha, las medidas que se han desarrollado para el control del pie
negro de la vid se basan principalmente en medidas culturales: utilizacion de

23



LOF 111 (1] [0 T RSP

material vegetal sano y prevencion o correccion de las condiciones que puedan
causar estrés en las plantas durante los primeros estados de crecimiento y que
podrian favorecer el desarrollo de la enfermedad (riegos excesivos o periodos
extensos sin agua, etc.) (Halleen et al., 2006a). Estas medidas contribuyen a que
las plantas permanezcan libres de Cylindrocarpon durante un periodo de tiempo
mas prolongado. Asimismo, las investigaciones que se estan desarrollando
actualmente, estan enfocadas principalmente al saneamiento de las plantas en la
etapa de vivero mediante medidas de control quimico, fisico o bioldgico.

Control quimico

El control quimico es una de las alternativas que mas se esta valorando
como medida de control del pie negro de la vid. En este sentido, en varios de los
paises donde esta enfermedad es considerada de importancia, se han efectuado
experimentos para evaluar la eficacia de los fungicidas existentes en el mercado.

En Portugal, Rego et al. (2006), evaluaron catorce fungicidas de
diferentes grupos quimicos, solos o combinados, para el control de C. liriodendri.
En este trabajo se midi6 in vitro la inhibicion del crecimiento miceliar y la
germinacion de los conidios. Mientras que in vivo se midid el porcentaje de
plantas afectadas, el peso de la parte aérea y el nimero total de raices. La
aplicacion de fungicidas se efectué mediante inmersion de las raices y la parte
basal de varetas enraizadas de vid, en soluciones con los diferentes fungicidas
seleccionados. Las varetas fueron luego plantadas en macetas individuales con
suelo previamente inoculado con C. liriodendri y mantenidas en invernadero
durante tres meses.

Los fungicidas procloraz y, en menor medida, benomilo, difeconazol, y
las mezclas cyprodinil-fludioxinil y carbendazima-flusilazol fueron los que
mostraron mejores resultados en la inhibicion del crecimiento miceliar. De éstos,
solo cyprodinil-fludioxinil, ademas de azoxystrobin, trifloxystrobin y
tolylfluanida, fueron efectivos en reducir la germinacién de conidios. Mientras
que, en los resultados sobre plantas, fueron los fungicidas benomilo, tebuconazol
y la combinacién de carbendazima + flusilazol y cyprodinil + fludioxonil los que
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mejoraron el desarrollo de las plantas y disminuyeron la incidencia de la
enfermedad comparado con el testigo.

En otro trabajo realizado en Sudafrica, Fourie y Halleen (2006)
evaluaron en viveros semicomerciales diferentes fungicidas, entre otros
productos, para el control de Cylindrocarpon spp. y otros patégenos de madera
de planta joven de vid. Los productos fueron aplicados a varetas de portainjertos
en diferentes etapas durante el proceso de produccion de plantas: previo al
almacenamiento en camara de frio, previo al injerto y previo a la plantacion en el
suelo después del injerto. La aplicacion consistid en bafiar las varetas, mediante
inmersion, en las soluciones con los diferentes fungicidas. Luego fueron
plantadas en el suelo del vivero, permaneciendo alli durante ocho meses.

Transcurrido este tiempo se valord la calidad externa de la planta y se
efectuaron aislamientos en la base y en la zona del injerto. Los fungicidas
benomilo, captan y didecildimetil cloruro amonico fueron consistentemente los
mejores en reducir satisfactoriamente la incidencia de los patdgenos en las
plantas sin afectar su calidad externa. Aunque Cylindrocarpon spp. se encontr6
entre los patdgenos aislados de las plantas control, los niveles fueron tan bajos,
con valores inferiores al 1,5 %, que no fue posible obtener resultados
concluyentes.

Posteriormente, Halleen et al. (2007) desarrollaron otra investigacion
para el control de C. liriodendri y C. macrodidymum. En primer lugar, ensayaron
in vitro el efecto de trece fungicidas en la inhibicion del crecimiento miceliar.
Benomilo, flusilazol, imazalil y procloraz fueron los mas efectivos y, por tanto,
fueron incluidos junto con otros productos en ensayos de plantas de vivero en
condiciones semicomerciales durante dos temporadas. Después de la formacion
del callo, la parte basal de varetas de portainjertos injertadas fue sumergida en los
diferentes fungicidas y, posteriormente, plantadas.

Después de permanecer siete meses enraizando en el suelo del vivero, se
efectud la evaluacion. Por un lado, se valor6 la calidad externa de las plantas y
por otro, se efectuaron aislamientos en las raices y en la base del portainjerto. Los
resultados indicaron que solo los fungicidas benomilo e imazalil lograron cierto
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control en la incidencia de plantas afectadas por C. liriodendri y C.
macrodidymum comparado con el control no tratado. Ademas, los resultados
entre los experimentos de las dos temporadas fueron inconsistentes.

Control con termoterapia

El tratamiento con termoterapia es utilizado en muchos patosistemas para
sanear material vegetal. En el caso de la vid, se ha ensayado para el control de C.
liriodendri y C. macrodidymum y otros patogenos de planta joven de vid en los
viveros.

Halleen et al. (2007), valoraron el efecto de tratar el material vegetal con
agua caliente. Para ello, se sumergieron varetas enraizadas en estado latente en
agua a una temperatura de 50°C durante 30 minutos. Posteriormente, se procedid
a realizar aislamientos en las raices y en la base de los portainjertos. De ninguna
de las plantas tratadas se aislo Cylindrocarpon spp., mientras al menos el 16,8 %
de las plantas control sin tratar estaban infectadas en la base del portainjerto y el
4,1 % en la raiz. Estos investigadores consideran al tratamiento con agua caliente
como una medida muy eficiente y viable para el control del pie negro vy,
proponen, que deberia incluirse dentro de una estrategia de manejo integrado en
el proceso de produccion de plantas en los viveros.

Control bioldgico

El control bioldgico suele evaluarse frecuentemente como una opcion de
control para muchas enfermedades obteniéndose, en algunas oportunidades,
resultados satisfactorios. Esta alternativa también ha sido valorada para el control
del pie negro de la vid.

Halleen et al. (2007), también incluyeron en su investigacion un
tratamiento bioldgico para el control del pie negro. El producto utilizado
consistio en un formulado comercial del hongo Trichoderma harzianum. El
tratamiento consistid en la incorporacion al suelo del formulado previo a la
plantacion de las varetas injertadas, y en posteriores riegos mensuales durante
siete meses con el mismo producto. También aqui la evaluacion se efectud
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determinando la calidad externa de la planta y la incidencia de plantas afectadas a
través de aislamientos en la raiz y base del portainjerto. La aplicacion del
formulado comercial de T. harzianum, no fue capaz de mantener el nivel de
infeccion de las plantas tratadas en valores por debajo del tratamiento control sin
tratar.

Otras medidas de control

Ademas de las anteriores, también se han estudiado otras alternativas
para controlar el pie negro, como es el caso de la incorporacion de diferentes
tipos de residuos al suelo, o la utilizacion de micorrizas.

En el sur de Australia, Stephens et al. (1999) estudiaron la incorporacion
de enmiendas vegetales al suelo para el control de Cylindrocarpon spp., entre
otros patdgenos de suelo que afectan a la vid. Estos investigadores buscaban
alternativas para reemplazar el uso de los fumigantes tradicionalmente utilizados
en la zona, bromuro de etidio y metam sodio. Los materiales evaluados fueron las
cruciferas mostaza india (Brassica juncea L.) y canola (Brassica napus L.), que
fueron incorporadas en cantidades de 12,2 y 9,8 t de materia seca por ha
respectivamente. Los resultados mostraron que ninguno de los dos tratamientos
fue capaz de alcanzar los niveles de uva de primera calidad que si se obtenian
utilizando bromuro de etidio y metam sodio.

Asimismo, estudios preliminares realizados en Pennsylvania demostraron
que la incorporacion de compost al suelo si podria contribuir en la disminucion
de la cantidad de C. liriodendri en suelo. Gugino y Travis (2003), mezclaron
suelo con diferentes tipos de compost en cantidades desde 0 a 50 % del volumen
total. Los resultados preliminares indicaron que la poblacién de este hongo en el
suelo disminuia notoriamente cuanto mayor era el volumen de compost
agregado. Asimismo, varios de los microorganismos aislados de estos compost
manifestaron actividad antagénica in vitro contra C. liriodendri.

En cuanto a la utilizacion de micorrizas, Petit y Gubler (2006)

encontraron que, bajo condiciones controladas, las plantas de vid inoculadas con
C. macrodidymum desarrollaron significativamente menos sintomas en la parte

27



LOF 111 (1] [0 T RSP

aérea y en la raiz, si habian sido preinoculadas con Glomus intraradices. Esta
micorriza colonizé en niveles muy satisfactorios las raices de las plantas de vid,
superando en algunas ocasiones el 50 % de raices colonizadas. Si bien el
mecanismo de accion de esta micorriza no esta del todo claro, es posible que
mejore el consumo de nutrientes compensando el efecto negativo o decaimiento
que causa el patdgeno sobre las plantas. Estos investigadores consideran que la
aplicacion de G. intraradices puede ayudar a prevenir la enfermedad del pie
negro en los viveros y en las plantaciones definitivas.

Otra opcidn valorada fue la aplicaciéon de quitosano. Nascimento et al.
(2007), evaluaron el efecto este producto in vitro e in vivo para el control de
algunos de los hongos patégenos mas importantes de la madera de la vid,
incluido C. liriodendri. El quitosano fue efectivo para reducir el desarrollo
miceliar in vitro de todos los patogenos evaluados. Sin embargo, en el caso de C.
liriodendri, las dosis necesarias superaron los niveles recomendados para este
producto. En los ensayos in vivo, el quitosano se aplico foliarmente a plantas de
vid plantadas en maceta con suelo inoculado con los patdégenos a evaluar. El
efecto de este producto en el control de C. liriodendri fue similar al obtenido por
los fungicidas carbendazima + flusilazol, cyprodinil + fludioxonil y tebuconazol.

1.4- SITUACION ACTUAL DE LAS ENFERMEDADES FUNGICAS DE
LA MADERA DE LA VID EN ESPANA

Como ya se ha mencionado anteriormente, en Espafa las enfermedades
de madera de la vid se han convertido en un problema destacado en los tltimos
afos. Desde la pasada década de los 90 el decaimiento de plantas, sobre todo en
plantaciones jovenes, ha ido incrementandose notoriamente en todas las regiones
viticolas (Garcia-Jiménez, 2004).

Al igual que en otros paises del mundo, en Espafia algunas de estas
enfermedades son conocidas desde hace bastante tiempo y han sido estudiadas
exhaustivamente. Por ejemplo, la yesca fue descrita a principios del siglo XX
(Bellod, 1947). Asimismo, la eutipiosis se detectd por primera vez en el afio 1979
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en vifiedos de Badajoz (Arias-Giralda, 1998) y, posteriormente, en otras zonas de
cultivo.

Las demas enfermedades son de descripcion mas reciente. En el caso del
brazo muerto, en la prospeccion efectuada por Armengol et al. (2001a y b), se
aislaron B. dothidea y Di. seriata a partir de plantas adultas con sintomas de
necrosis sectoriales de consistencia dura y color marrén en el 6,4 % y 61,4 %
respectivamente de las parcelas estudiadas. Hoy en dia, de las especies de
Botryosphaeriaceae que han sido descritas afectando a vid en el mundo, ya han
sido citadas en Espafia las anteriormente mencionadas y Di. mutila, N. luteum, N.
parvum, Do. viticola, Do. sarmentorum, Do. iberica y L. theobromae (Martos y
Luque, 2004; Luque et al., 2005; Martin y Cobos, 2007; Aroca et al., 2008).

Armengol et al. (2001a y b) también aislaron, mayoritariamente en vides
jovenes, los hongos Phaeomoniella chlamydospora y Phaeoacremonium
aleophilum en el 18,6 % y 26,4 % de las parcelas estudiadas respectivamente,
constatdndose la creciente importancia de la enfermedad de Petri en nuestro pais.
Posteriormente, se han encontrado otras especies pertenecientes al género
Phaeoacremonium afectando a vides jovenes: Pm. parasiticum, Pm. mortoniae,
Pm. viticola y Pm. scolyti (Aroca et al., 2006; Gramaje et al., 2007; Aroca et al.,
2008 y Gramaje et al., 2008a).

Sin embargo, hasta la fecha, existe poca informacion acerca de la
enfermedad del pie negro, ni se conoce cudles son las especies que estan
presentes en Espafia. Armengol et al. (2001a y b) aislaron Cylindrocarpon spp.
en el 20 % de los vifiedos espafioles muestreados, siendo este género el segundo
en importancia en lo que a patdégenos de planta joven se refiere. En trabajos mas
recientes, se ha confirmado la importancia de Cylindrocarpon spp. en los viveros
y en las plantaciones jovenes. Especies de este género se han encontrado en los
viveros afectando los materiales de propagacion, desde las primeras etapas de
produccion hasta la planta preparada para la venta. (Aroca et al., 2006; Giménez-
Jaime et al.,, 2006). También se ha detectado una elevada presencia en
plantaciones jovenes con sintomas de decaimiento en Castilla-La Mancha
(Armengol et al., 2005). En todos los casos, Cylindrocarpon spp. se aislaron a
partir de los portainjertos, preferentemente desde la base de los mismos.
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Asimismo, en ninguno de estos estudios se llegd a determinar cual o cuales eran
las especies que estaban afectando a las vides.

30



CAPITULO 2

OBJETIVOS






............................................................................................................................... Obijetivos

2- OBJETIVOS

En esta Tesis se plantean cuatro objetivos principales que seran
desarrollados en Capitulos independientes. Con ellos se pretende abordar
diferentes aspectos relacionados con la enfermedad del pie negro de la vid
causada por Cylindrocarpon spp. en Espaiia.

1) Caracterizar una coleccién de aislados espafioles de Cylindrocarpon obtenidos
de plantas vid mediante estudios fenotipicos, moleculares y de patogenicidad.

2) Analizar la diversidad genética y de virulencia en las especies C. liriodendri y
C. macrodidymum.

3) Detectar la posible infeccién por micovirus en aislados de las especies C.
liriodendri y C. macrodidymum.

4) Estudiar el efecto in vitro de diferentes fungicidas o de tratamientos con agua
caliente en el control de C. liriodendri y C. macrodidymum.
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3- CARACTERIZACION FENOTiPICA, MOLECULAR Y
PATOGENICA DE Cylindrocarpon spp.

3.1- ANTECEDENTES

El pie negro, causado por especies del género Cylindrocarpon, es una de
las enfermedades que se ha relacionado con el decaimiento y muerte de plantas
jovenes de vid observado en los Uultimos afios. Esta enfermedad afecta
principalmente a plantas en viveros y a vifiedos jévenes en las diferentes regiones
productoras de vid en el mundo, incluida Espaiia. Si bien el pie negro fue descrito
por primera vez en los afios 60 (Maluta y Larignon, 1991), es en los ultimos afios
cuando comienza a ser estudiado en profundidad a causa de las pérdidas
econdmicas que esta generando.

En paises como Portugal, Sudafrica y en California, se han desarrollado
lineas de investigacion dirigidas al estudio del pie negro de la vid. En ellas, se
han efectuado prospecciones en viveros y vifiedos y se ha estudiado la etiologia
de la enfermedad. Asimismo, se ha confirmado la patogenicidad de las especies
C. liriodendri y C. macrodidymum a vid (Rego et al., 2001; Nascimento et al.,
2001; Halleen et al., 2004; Petit y Gubler, 2005).

En Espafia, si bien se ha constatado la importancia del pie negro y del
género Cylindrocarpon en los viveros y en las plantaciones jovenes (Armengol et
al., 2001a y b; Aroca et al., 2006; Giménez-Jaime et al., 2006), no se conoce
todavia qué especies estan presentes ni su importancia relativa. Por tal motivo, en
este Capitulo se pretende identificar y caracterizar las especies de
Cylindrocarpon que estan afectando a la vid en este pais.

3.2- MATERIALES Y METODOS

3.2.1- Aislados flingicos
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En esta investigacion se utilizaron 82 aislados de Cylindrocarpon, que
fueron obtenidos de plantas de vid con sintomas de pie negro procedentes de
viveros o plantaciones, mayoritariamente de menos de seis afios de edad, durante
los afios 2001 a 2004. Las muestras provenian de 12 provincias y mas de 37
localidades. Adicionalmente, se utilizaron cuatro aislados de referencia de C.
liriodendri y uno de C. macrodidymum de vid, procedentes de la coleccion del
Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS, Utrecht, Holanda), o cedidos por la
Dra. Cecilia Rego (Laboratério de Patologia Vegetal “Verissimo de Almeida”
Lisboa, Portugal), para compararlos con los espaiioles. La descripcion detallada
de los aislados aparece en la Tabla 3.1.

Para realizar los aislamientos, se cortaron fragmentos de las zonas
afectadas (portainjerto y/o injerto), se esterilizd su superficie sumergiéndolos en
una solucion de hipoclorito de sodio (1,5 % cloro activo) durante dos minutos, y
se enjuagaron posteriormente con agua estéril. A continuacion, se sembraron
pequefios fragmentos de las lesiones en medio de cultivo agar extracto de malta
(Oxoid Ltd., Basingstoke, Hants., Inglaterra) con adicién de 0,5 g L™ de sulfato
de estreptomicina (MEAS), y se incubaron durante 5 a 10 dias a 25 °C en
oscuridad. Las colonias crecidas se repicaron a medio agar patata dextrosa (PDA)
(Biokar Diagnostic, Solabia, Francia) y se incubaron nuevamente en las mismas
condiciones. La identificacion del género Cylindrocarpon se basé en el aspecto
de las colonias, la conidiogénesis y la morfologia de los conidios (Booth, 1966;
Samuels y Braydford, 1990).

De cada uno de los aislados se obtuvieron cultivos monosporicos
mediante la técnica de las diluciones sucesivas (Dhingra y Sinclair, 1995), que
fueron conservados de dos formas: a -80 °C en crioviales con una solucion de
glicerol al 15 %, y a -20 °C en papel de filtro deshidratado con silica gel. Estos
aislados fueron utilizados posteriormente en los diferentes estudios.

3.2.2- Analisis fenotipico

Morfologia
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Todos los aislados se hicieron crecer en tres medios de cultivo diferentes:
PDA, spezieller néhrstoffarmer agar (SNA) con adicion de dos fragmentos de 1,5
x 1,5 cm de papel de filtro estéril y extracto de agar malta al 2 % (MEA 2 %)
(Difco, Sparks, MD, USA). Las colonias se incubaron durante 10 dias en PDA y
SNA y 6 dias en MEA 2 %. En todos los casos se mantuvieron a 25 °C y 12 horas
de fotoperiodo con luz ultravioleta cercana (Philips TDL18W/08) mas
iluminacion fluorescente (Philips TDL18W/33).

En PDA se evaluaron aspectos morfologicos tales como color del
anverso y reverso de la colonia (Rayner, 1970), tipo de margen de crecimiento,
textura o zonacion. Estas colonias se incubaron luego durante 20 dias mas para
determinar la presencia-ausencia de clamidosporas, midiendo en su caso el
didmetro de 20 clamidosporas por aislado. En SNA se midieron la longitud y
anchura de un total de 50 microconidios y macroconidios, incluyendo los de 0, 1,
2 y 3 tabiques, mediante microscopio Optico a 400 x de amplificacion. En
MEA 2 % se registro el color del anverso de las colonias (Rayner, 1970; Petit y
Gubler, 2005).

Efecto de la temperatura en el crecimiento miceliar

Para determinar el efecto de la temperatura en el crecimiento radial de las
colonias, se sembraron discos de agar con micelio de 5 mm de diametro en el
centro de placas Petri con medio de cultivo PDA, realizando 4 repeticiones por
cada aislado. Las placas se hicieron crecer a las temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25,
30 y 35 °C en oscuridad durante 10 dias, tras los cuales se midieron dos
didmetros perpendiculares por placa. Con estos datos se calculd el ratio de
crecimiento diario de cada aislado en mm dia”. El experimento se repiti6 dos
veces.

Capacidad de esporulacion de los aislados
La capacidad de esporulacion de los aislados se determind en base a la
metodologia descrita por Whiting et al. (2001). Cada aislado se sembré en cuatro

placas de medio de cultivo PDA y se incubaron durante 7 dias en oscuridad a
25 °C. De cada placa se extrajeron dos discos de agar de 4 mm de didmetro de
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zonas opuestas del margen de crecimiento de la colonia, introduciendo cada uno
de ellos en tubos Eppendorf de 1,5 mL, que contenian 1 mL de agua destilada
estéril. Los tubos se agitaron durante 5 segundos con un agitador vortex e
inmediatamente se contabilizo el nimero de conidios mL™ utilizando un
hematocitémetro. El experimento se repiti6é dos veces.

Complementacion sexual

Para el estudio de la complementacion sexual, se seleccionaron diez
aislados representativos de diferentes origenes geograficos y caracteristicas
fenotipicas de cada una de las dos especies identificadas, C. liriodendri y C.
macrodidymum. En C. liriodendri éstos fueron Cy 36, Cy 38, Cy 59, Cy 64, Cy
67, Cy 85, Cy 94, Cy 97, Cy 99 y el aislado de referencia CBS 117526; mientras
que en C. macrodidymum se seleccionaron los aislados Cy 1, Cy 14, Cy 32, Cy
47, Cy 63, Cy 74, Cy 96, Cy 102, Cy 104 y el aislado de referencia CBS 112609.

Dentro de cada especie todos los aislados se cruzaron entre si y todos los
aislados de una especie con todos los de la otra. Los cruzamientos se efectuaron
en medio de cultivo agar agua (AA) (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire,
Inglaterra) con adicion de tres aciculas de pino en la superficie (HJ Schroers
comunicacién personal) formando una “N” (Guerber y Correll, 2001). Los
aislados se sembraron de manera que quedaran opuestos a las aciculas de pino,
efectuandose dos repeticiones por cada cruzamiento. Las placas se incubaron a
23 °C y 12 horas de fotoperiodo con luz ultravioleta cercana (Philips
TDL18W/08) mas iluminacion fluorescente (Philips TDL18W/33) durante dos
meses. Semanalmente se efectuaban observaciones, con ayuda de lupa y
microscopio, para detectar la posible formacion de peritecios con ascosporas
viables. Para determinar la viabilidad de las ascosporas, éstas se depositaron en
un portaobjeto con agua y se mantuvieron durante 24 horas en camara himeda a
25 °C, considerandolas viables si germinaban al cabo de este tiempo.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en los estudios fenotipicos se analizaron
estadisticamente mediante un analisis factorial multivariante (Pefia, 2002),
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utilizando el programa Statgraphics Plus 5.1 (Manugistics Inc., Rockville, MD,
USA). En el anélisis se incluyeron las siguientes variables: longitud y anchura de
los conidios de 0, 1, 2 y 3 tabiques, tamafio de las clamidosporas, ratio de
crecimiento diario a las temperaturas evaluadas 5, 10, 15, 20, 25 y 30 °C y logj
del niimero de conidios mL™.

3.2.3- Analisis molecular
Extraccion de ADN

El ADN genomico de todos los aislados se obtuvo a partir de micelio y
esporas de colonias crecidas durante dos semanas en placas con medio PDA a
25 °C en oscuridad. Cada colonia se raspé mecdnicamente con una espatula, el
micelio y las esporas se mezclaron con nitrogeno liquido en un mortero y se
trituraron con ayuda de una maza. Para la extraccion se utilizo el kit E.ZN.A."
Plant DNA Miniprep (Omega Bio-tek, U.S.A.) siguiendo las indicaciones de su
protocolo. El ADN extraido se visualizd en un gel de agarosa (agarosa D-1 Low
EEO, Conda, Madrid, Espafia) al 0,7 %. El resto de ADN se almaceno a —20 °C.

Amplificacion de ADN mediante la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR)

Se analizaron tres regiones dentro del genoma. Estas fueron amplificadas
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En la primera
region se utilizd la pareja de cebadores Destl/Dest4, especificos para C.
destructans, que amplifican un sector interno de la regién ITS (espaciadores
transcritos internos) (Hamelin et al., 1996) mediante amplificaciones directas del
ADN genémico (Nascimento et al., 2001). En la segunda se amplificé una
secuencia parcial del gen de la B-tubulina, BT1, utilizando el par de cebadores
BT1a/BT1b (Glass y Donaldson, 1995). Finalmente en la tercera, se amplifico la
region 5,8S-ITS que comprende las secuencias de los espaciadores transcriptos
internos ITS1 e ITS2 y el gen 5,8S que codifica para el ARNr, con los cebadores
universales ITS1/ITS4 (White et al., 1990). En este ultimo caso s6lo se amplifico
una seleccion de 37 aislados representativos de diferentes origenes geograficos y
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caracteristicas fenotipicas y los cinco aislados de referencia de ambas especies.
La descripcion detallada de los cebadores se muestra en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Pares de cebadores utilizados en la amplificacion de diferentes
regiones del genoma de Cylindrocarpon spp. para los estudios moleculares.

Gen o region Cebador Secuencias (5'a 3") Referencia
Sector interno Dest1 TTG TTG CCT CGG CGG TGC CTG Hamelin et
de la region ITS Dest4 GGT TTA AGC GCG TGG CCGCGC TGTT  al., 1996

Region BT1 BTla TTC CCC CGT CTC CAC TTC TTC ATG Glass y

del gen de la BTl1b GAC GAG ATC GTT CAT GTT GAA CTC Donaldson,
B-tubulina 1995
Region ITS1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G White et
5,8S-ITS ITS4 TCC TCC CGT TAT TGA TAT GC al., 1990

En todos los casos, la mezcla de reaccion contenia 1x de tampon, MgCl,
2,5 mM, 200 uM de cada uno de los dNTPs, 0,4 uM de cada uno de los
cebadores, 1U de ADN-polimerasa (Dominion MBL, Cordoba, Espaia) y 1ul de
la solucion del ADN extraido. La mezcla se ajusté con agua (Chromasolv® Plus,
Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) a un volumen final de 25 pl. Las
amplificaciones se efectuaron en un termociclador modelo Peltier Termal Cycler-
200 (MJ Research Inc., Waltham, MA, USA). Los programas consistieron en un
primer paso de 94 °C durante 4 minutos para la desnaturalizacion, seguido por 35
ciclos (30 en el caso de Destl/Dest4) a 94 °C durante 1 minuto, 58 °C durante
1 minuto (55 °C en el caso de ITS1/ITS4) y 72 °C por 1,5 minutos y, finalmente,
72 °C durante 10 minutos para completar las extensiones.

Los productos de amplificacion se separaron mediante electroforesis en
gel de agarosa (agarosa D-1 Low EEO, Conda, Madrid, Espafia) al 1,5 %,
preparado con tampon TBE 0,5X (TBE 1X = tris base 89 mM, acido boérico
89 mM y EDTA 2 mM, pH = 8,0). El marcador de peso molecular utilizado fue
una mezcla de bandas de ADN de 100 pb de diferencia (Gene Ruler™ 100 bp
Plus DNA Ladder, Fermentas, Alemania). Para la visualizacion de las bandas, los
geles se tifieron en solucidén acuosa con bromuro de etidio a una concentracion de
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200 uL L de agua y se expusieron en un equipo de fotodocumentacién de geles
(Gelprinter plus, TDI, Madrid, Espafia).

Secuenciacion y filogenia de la p-tubulina y de la regién ITS

Los productos de PCR obtenidos con la pareja de cebadores BT1a/BT1b
e ITS1/ITS4 se purificaron utilizando el kit High Pure PCR Product Purification
(Roche, Mannheim, Alemania), y se secuenciaron en ambas direcciones con los
mismos cebadores en el servicio de secuenciacion de ADN de la Universidad
Politécnica de Valencia-CSIC. Las secuencias fueron primero editadas utilizando
los programas DNAman (Version 4.03 Lynnon BioSoft, Québec, Canadd) y
Chromas (Version 2.32 Technelysium Pty Lda, Australia) y, luego, alineadas con
el programa CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Posteriormente, se
calcularon las distancias genéticas con el modelo 2-parametros de Kimura que
asume que la frecuencia de los cuatro nucleodtidos es la misma y que la tasa de
sustitucion no varia entre sitios (Kimura, 1980). A continuacion, se efectué un
analisis de “bootstrap” de 1000 repeticiones y se construyo un arbol filogenético
para cada una de las zonas analizadas, BT1 del gen de la B-tubulina y region ITS
utilizando el método Neighbor-Joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987) con el programa
MEGA version 3.1 (Kumar et al., 2004).

En cada alineamiento se incluyeron secuencias adicionales de C.
liriodendri y C. macrodidymum que se obtuvieron de la base de datos GenBank
del NCBI (National Center for Biotechnology Information, U.S.A.). En el
alineamiento de la B-tubulina, las secuencias de C. liriodendri agregadas fueron
AY997601 y AY997602 de aislados originarios de California y AY997587 de
Francia, y de C. macrodidymum AY997608 y AY997619 de California y
AY997604 de Chile. Mientras que en el alineamiento de la region ITS de C.
liriodendri éstas fueron AY677267 de Sudafrica, AY997533 de Francia y
AY997547 de California, y de C. macrodidymum AY677287 de Sudafrica,
AY997550 de Chile y AY997556 de California.

3.2.4- Patogenicidad
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Para estudiar la patogenicidad de los aislados se efectuaron dos
experimentos distintos. En el primero de ellos, el objetivo era determinar las
concentraciones de inoculo que puedan producir infecciones en las raices y parte
basal del portainjerto que causen la manifestacion externa de los sintomas del pie
negro, y que sean adecuadas para ser utilizadas en ensayos de patogenicidad.
Para ello, barbados enraizados de vid se inocularon con suspensiones de conidios
de diferentes concentraciones. En C. liriodendri las concentraciones evaluadas
fueron 10%, 10°, 10°y 107 conidios mL™, mientras que en C. macrodidymum sélo
se evaluaron las tres primeras puesto que no fue posible alcanzar la concentracion
mas elevada en esta especie. Para la inoculacion se seleccionaron tres aislados de
C. liriodendri: Cy 59, Cy 64 y Cy 85; y tres de C. macrodidymum: Cy 1, Cy 14
y Cy 63.

En el segundo experimento, se efectué un estudio de patogenicidad de
una seleccion mas amplia de aislados de ambas especies, doce en total. Para C.
liriodendri éstos fueron Cy 36, Cy 59, Cy 64, Cy 72, Cy 85 y Cy 88, mientras
que en C. macrodidymum fueron Cy 1, Cy 14, Cy 32, Cy 63, Cy 96 y Cy 104. En
este caso, la concentracion de indculo utilizada se eligio en base a los resultados
del primer experimento, siendo de 10° conidios mL™".

En ambos ensayos, todos los aislados se hicieron crecer en medio PDA
durante un mes a 25 °C. Para preparar el inoculo, a cada placa se le agregdé 10 mL
de agua destilada estéril (ADE) y se raspd mecanicamente la superficie con una
espatula. La suspension de conidios se filtro a través de una malla, se diluyo con
ADE, y se ajusto a las diferentes concentraciones midiendo con un
hematocitometro. El material vegetal utilizado fue barbados enraizados en estado
latente de ocho meses de edad del cultivar 110 R. Previo a la inoculacion, las
raices fueron recortadas y desinfectadas su superficie mediante inmersion en
solucion de hipoclorito de sodio al 1,5 % durante dos minutos y enjuagadas con
ADE dos veces. Por cada aislado y concentracion se inocularon ocho barbados
sumergiendo sus raices en la suspension de conidios durante 30 minutos. Las
plantas control se sumergieron en ADE. Inmediatamente, todas las plantas se
plantaron en macetas individuales de 15 ¢cm de diametro que contenian turba
estéril, y se colocaron en un invernadero de temperatura controlada entre 25 °C y
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30 °C y dispuestas segun un disefio al azar. Para garantizar la infeccion,
transcurrido un mes desde la inoculacion y plantacion, cada planta fue inoculada
nuevamente mediante un riego de 40 ml con una solucion de igual concentracion
de conidios, o con ADE en el caso de las plantas control.

Cuatro meses después de la plantacion, todas las plantas fueron
arrancadas y sus raices limpiadas cuidadosamente. Los sintomas o dafios en las
raices se evaluaron siguiendo una escala de sintomas de 0 a 5; donde 0 = raiz
sana sin lesiones, 1 = decoloracion suave con 0 a 10 % de reduccion en la masa
radicular, 2 = decoloracion suave con 10 a 25 % de reduccién en la masa
radicular, 3 = decoloracion moderada con 25 a 50 % de reduccion en la masa
radicular, 4 = decoloracion severa con mas del 50 % de reduccion en la masa
radicular, y 5 = planta muerta. También se evalud el peso seco de la raiz y de la
parte aérea. Para reaislar los hongos inoculados, a partir de las raices con
sintomas se efectuaron aislamientos en medio MEAS, siguiendo la metodologia
descrita anteriormente. Cada experimento se repitio dos veces.

Analisis estadistico

Los datos de indice de dafio de la raiz fueron analizados mediante el
procedimiento GENMOD utilizando una distribucion multinomial y el
“cumulative logic” de la funcion “link” en el programa SAS (SAS Institut Inc.,
Cary, NC, USA). Los valores de las medias se separaron mediante el test de
con un nivel de significacion a = 0,05. Para el analisis del peso seco de la raiz y
de la parte aérea, se efectué un analisis de varianza (ANOVA) utilizando el
programa Statgraphics Plus 5.1 (Manugistics Inc., Rockville, MD, USA). Los
valores de las medias se separaron mediante el test de diferencias minimas
significativas (LSD) con un nivel de significaciéon a = 0,05. La comparacion
entre las dos especies se efectué mediante contrastes lineales de un grado de
libertad (Mead et al., 2003) utilizando estos mismos programas. Previamente,
utilizando estos mismos métodos de analisis, se compararon estadisticamente los
resultados de los dos ensayos en ambos experimentos, para poder analizarlos
conjuntamente en caso de no existir diferencias significativas. En el primer
experimento, se compararon también los resultados de los tres aislados dentro de
cada especie con el mismo objetivo.

49



(0% o1 (1] [0 T J OSSR

3.3- RESULTADOS

3.3.1- Analisis fenotipico

El color y aspecto de las colonias crecidas en PDA fue muy variable. En
el anverso mostraron coloraciones blancas, amarillo suave a amarillo fuerte,
verde, rosa y diferentes tonos de marrén; mientras que en el reverso se
observaron diferentes tonos de amarillo, naranja y marrén. En cuanto al margen
de crecimiento, se observaron tres tipos: entero, ligeramente lobulado y lobulado.
La textura era algodonosa a algodonosa suave, con presencia de zonaciones en
algunos casos (Figura 3.1, Anexo 1). El color del reverso en MEA 2 % fue
variable con diferentes tonalidades de amarillo, naranja y marrén (Anexo 1).

Figura 3.1. Aspecto del anverso de algunas de las colonias de Cylindrocarpon

spp. crecidas en medio PDA tras 10 dias de incubacion a 25 °C y 12 horas de
fotoperiodo con luz ultravioleta cercana mas iluminacion fluorescente; a), b) y ¢)
aislados Cy 23, Cy 36 y Cy 100 de C. liriodendri respectivamente; d), €) y f)
aislados Cy 9, Cy 62 y Cy 78 de C. macrodidymum respectivamente.
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Todos los aislados produjeron conidioforos largos, microconidios y
macroconidios de 1 a 3 tabiques, y clamidosporas terminales e intercalares que
en algunas ocasiones se presentaban agrupadas en cadenas. Los tipos de conidios
y clamidosporas asi como sus tamafios fueron coincidentes con los descritos en
la bibliografia para el género Cylindrocarpon (Booth, 1966; Samuels y Brayford,
1990) (Figura 3.2, Anexo 2).

colonias crecidas en medio PDA; a) clamidosporas en cadena de C.
macrodidymum; y en medio SNA; b) conidiéforo de C. liriodendri, ¢) conidios
de C. liriodendri, d) conidios de C. macrodidymum.
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Todos los aislados crecieron a todas las temperaturas evaluadas excepto a
35 °C, situdndose el optimo de crecimiento entre los 20 y 25 °C. Las placas
incubadas a 35 °C, se mantuvieron luego durante 7 dias a 25 °C, comprobandose
que la mayoria de los aislados habian muerto. La medicion de la capacidad de
esporulacion de los aislados mostré una gran variabilidad, obteniéndose valores
comprendidos entre 13 conidios mL™" y 2.217.500 conidios mL™"

Las dos especies desarrollaron estructuras de reproduccion sexual y en
condiciones heterotalicas. En siete de los cruzamientos efectuados dentro de la
especie C. liriodendri, se observaron peritecios con ascas y ascosporas en su
interior correspondientes a Neonectria liriodendri (Tabla 3.3), mientras en la
especie C. macrodidymum so6lo en uno de los cruzamientos fue posible encontrar
estas estructuras que se corresponden, en este caso, a Neonectria macrodidyma
(Tabla 3.4). En ambos casos, los peritecios, que eran de color rojo, aparecian
solos o agrupados y se ubicaban en la superficie del agar, sumergidos en éste, o
apoyados en las aciculas de pino. En el interior de los peritecios se observaron las
ascas que contenian ascosporas hialinas, alargadas, y con un tabique central
transversal. En todos los casos las ascosporas resultaron viables. En ninguno de
los cruzamientos entre las dos especies se formaron estructuras sexuales de
ningln tipo (datos no mostrados). En la Figura 3.3 pueden observarse algunos
detalles de las estructuras de N. liriodendri.

Tabla 3.3. Resultado de los cruzamientos entre los 10 aislados de C. liriodendri
seleccionados segun diferentes origenes geograficos y caracteristicas fenotipicas.

CBS Cy Cy Cy Cy Cy Cy Cy Cy Cy
Aislados 117526 36 38 59 64 67 85 94 97 99
CBS117526 -
Cy 36 - -
Cy 38 - - -
Cy 59 - + - -
Cy 64 - - - - -
Cy 67 - - - - - -
Cy 85 - + - - - - -
Cy 94 + - - - - - - -
Cy 97 - - - - - - - - -
Cy 99 + + - - + _ N - T N

+/- indica presencia/ausencia de peritecios tras dos meses de incubacion.
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Tabla 3.4. Resultado de los cruzamientos entre los 10 aislados de C.
macrodidymum seleccionados segiin diferentes origenes geograficos y

caracteristicas fenotipicas.
CBS Cy Cy Cy Cy Cy Cy Cy Cy Cy
Aislados 112609 1 14 32 47 63 74 96 102 104
CBS112609 -
Cyl - -
Cy 14 - - -
Cy 32 - - - -
Cy 47 - - - - -
Cy 63 - - - - - -
Cy 74 - - - - - - -
Cy 96 - - + - - - - -
Cy 102 - - - - - - - - -
Cy 104 - - - - - - - - - -
+/- indica presencia/ausencia de peritecios tras dos meses de incubacion.

100 pm b S 10 pm
o

Figura 3.3. Aspecto de algunas de las estructuras de Neonectria liriodendri
después de dos meses de cultivo en medio AA con adicion de aciculas de pino;
a) peritecios agrupados sobre acicula de pino y b) ascas con ascosporas.
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Del analisis estadistico factorial multivariante de los datos fenotipicos, se
seleccionaron los dos factores que presentaron los valores propios mas altos,
éstos fueron 7,03 y 2,28 respectivamente. Ambos explicaron el 58,3 % de la
variabilidad total, 44,0 % y 14,3 % respectivamente. Las variables con mayor
influencia en el factor 1 correspondieron a la cantidad de conidios mL™y el ratio
de crecimiento diario a las temperaturas de 5 y 10 °C, mientras que las variables
con mayor influencia en el factor 2 fueron la longitud y la anchura de los
conidios de 1, 2 y 3 tabiques (Tabla 3.5, Figura 3.4).

Tabla 3.5. Variables analizadas en los factores 1 y 2 extraidos del analisis
factorial multivariante.

Variables Analizadas Factor 1 Factor 2
Log; conidios mL" 0,809333* -0,069914
Crecimiento diario a 5 °C 0,899077* -0,248582
Crecimiento diario a 10 °C 0,913733* -0,212563
Crecimiento diario a 15 °C 0,674998 -0,234995
Crecimiento diario a 20 °C 0,241948 -0,183932
Crecimiento diario a 25 °C -0,132501 0,044135
Crecimiento diario a 30 °C 0,505865 0,127111
Longitud de los microconidios -0,734763 0,393431
Anchura de los microconidios -0,733337 0,432814
Longitud de los macroconidios de 1 tabique -0,203174 0,804342%*
Anchura de los macroconidios de 1 tabique -0,152505 0,732897*

Longitud de los macroconidios de 2 tabiques -0,457782 0,730430*
Anchura de los macroconidios de 2 tabiques -0,071949 0,877877*
Longitud de los macroconidios de 3 tabiques -0,504006 0,654497*
Anchura de los macroconidios de 3 tabiques -0,123738 0,837912*
Tamafo de las clamidosporas 0,435739 0,047171

* variables con mayor influencia dentro de los factores 1 y 2
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Factor 2
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Factor 1

Figura 3.4. Proyeccion de las variables analizadas segun los dos factores
seleccionados en el andlisis estadistico multivariante. MiLo: longitud de los
microconidios, MiAn: anchura de los microconidios, MalLo: longitud de los
macroconidios de 1 tabique, MalAn: anchura de los macroconidios de 1 tabique,
Ma2Lo: longitud de los macroconidios de 2 tabiques, Ma2An: anchura de los
macroconidios de 2 tabiques, Ma3Lo: longitud de los macroconidios de
3 tabiques; Ma3An: Anchura de los macroconidios de 3 tabiques, TS5°C:
crecimiento diario a 5 °C, T10°C: Crecimiento diario a 10 °C, T15°C:
Crecimiento diario a 15 °C, T20°C: Crecimiento diario a 20 °C, T25°C:
Crecimiento diario a 25 °C, T30°C: Crecimiento diario a 30 °C, LgCoMI: Log,
conidios mL™”, TaCla: Tamafio de las clamidosporas
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Capitulo 3

La proyeccion de los aislados sobre el plano de los dos factores
seleccionados los separ6 en dos grupos claramente definidos (Figura 3.5). Uno de
ellos quedo formado por 56 de los aislados espafioles y el aislado de referencia de
C. macrodidymum (CBS 112609), mientras que en el otro quedaron agrupados
los 26 aislados espafioles restantes y los cuatro aislados de referencia de C.
liriodendri (CBS 117526, CBS 117640, Cy 13 Portugal y Cy 15 Portugal).
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Figura 3.5. Proyeccion de los aislados de Cylindrocarpon spp. estudiados sobre

el plano de los dos factores seleccionados en el andlisis estadistico factorial
multivariante.

Los valores medios de las variables fenotipicas con mayor influencia en
los factores 1 y 2 utilizadas para caracterizar ambas especies entre los aislados
espafoles, estan indicados en la Tabla 3.6.
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Tabla 3.6. Valores medios y rango de las variables fenotipicas con mayor
influencia en el analisis factorial multivariante utilizados para caracterizar los
aislados espafioles de Cylindrocarpon.

Especies’

Variables fenotipicas

C. liriodendri

C. macrodidymum

A 4. I
Logjo numero de conidios mL
Ratio de crecimiento diario (mm)

5°C
10 °C
Macroconidios (um)

un tabique longitud
anchura
dos tabiques longitud
anchura
tres tabiques  longitud
anchura

(5,3) 5,7 (6,47

(0,19) 0,32 (0,46)
(0,46) 0,72 (0,81)

(11,6) 16,1 (21,6)
(3,7) 4.4 (5,0)
(21,5) 23,4 (25,6)
(4,8) 5,0 (5.3)
(24,6) 27,5 (29,7)
(5,0) 5.3 (5,6)

(1,1) 3,5 (5,5)

(0,01) 0,06 (0,12)
(0,11) 0,28 (0,50)

(12,7) 18,6 (26,9)
(3,8) 4,6 (5.3)
(27,2) 30,5 (33,7)
(5,0) 5.4 (5,7)
(33,1) 35,9 (39,0)
(5,5) 5.8 (6,2)

Y las especies fueron identificadas mediante el estudio del gen de la B-tubulina, region ITS y de las
variables fenotipicas
% los datos expuestos representan las medias para cada variable con sus valores minimos y maximos

entre paréntesis

3.3.2- Analisis molecular

Los cebadores Destl/Dest4, diseiiados por Hamelin et al. (1996) para
detectar C. destructans en las raices y el cuello de plantas de semilleros de
coniferas, amplificaron los 82 aislados de Cylindropcarpon spp. de vid evaluados
y los cinco aislados de referencia de C. macrodidymum (CBS 112609) y C.
liriodendri (CBS 117526, CBS 117640, Cy 13 Portugal y Cy 15 Portugal)
incluidos en este estudio. El producto obtenido se correspondio en todos los
casos a un fragmento de ADN de aproximadamente 400 pb, coincidiendo con lo
obtenido por Nascimento et al. (2001) (Figura 3.6).

Mediante el analisis por PCR utilizando los cebadores BT1a/BT1b que
amplifican la secuencia parcial BT1 del gen de la B-tubulina, se obtuvieron
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productos de PCR de dos tamafios diferentes. En 56 de los aislados y el aislado
de referencia de C. macrodidymum (CBS 112609) el producto amplificado era un
fragmento de ADN de aproximadamente 520 pb, mientras que en el resto (26
aislados) y los cuatro aislados de referencia de C. liriodendri (CBS 117526, CBS

117640, Cy 13 Portugal y Cy 15 Portugal) el tamafio fue préximo a 470 pb
(Figura 3.7).

En el alincamiento de estas secuencias efectuado con el programa
CLUSTAL W, se observo en aquéllas de mayor tamafio una insercion de 52 pb
ubicada en la misma posicion en todos los casos. En el analisis de la traduccion
de estas secuencias, se encontrd que esta insercion coincide con un intrén,
mientras que el resto es codificante. Las otras secuencias, 26 en total, son
codificantes en su totalidad.

1 2 3 45 6 7 8 9101112 13 14 151617 M

L B

Reieitel |

.

Figura 3.6. Productos amplificados con la PCR utilizando los cebadores
Dest1/Dest4; carriles M: marcador de peso molecular de 100 pb de diferencia;
carriles 1 a 6: aislados de C. liriodendri Cy 18, Cy 21, Cy 23, Cy 36, Cy 37,
Cy 3; carriles 7 y 8: aislados de referencia de C. liriodendri CBS 117640 y CBS
117526; carriles 9 a 15: aislados de C. macrodidymum Cy 1, Cy 2, Cy 3, Cy 9,
Cy 12, Cy 14, Cy 15; carril 16: aislado de referencia de C. macrodidymum CBS
112609 y carril 17: control negativo.
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En el estudio filogenético de estas mismas secuencias, correspondientes a
la region BT1 del gen de la B-tubulina, se incluyeron 423 nucledtidos de los
cuales 31 fueron variables. Con el método NJ se construyd un arbol filogenético
en el que se identificaron dos clados consistentes (100 %) (Figura 3.8). Uno de
ellos incluyd las secuencias de los 56 aislados que contenian la insercidon de
52 pb, el aislado de referencia de C. macrodidymum (CBS 112609), y las
secuencias adicionales de C. macrodidymum (AY997608, AY997619 vy
AY997604) siendo todas ellas muy similares entre si. Mientras que el otro grupo
estuvo compuesto por las secuencias de los restantes 26 aislados espafioles, los
cuatro aislados de referencia de C. liriodendri (CBS 117526, CBS 117640, Cy 13
Portugal y Cy 15 Portugal), y las secuencias adicionales de C. liriodendri
(AY997601, AY997602 y AY997587) siendo también éstas muy similares entre
si.

M 1 23 456 78 9101112 13141516 1718192021 M

500 pb— ‘ D B G B S St B e G s

AL AREE

Figura 3.7. Productos amplificados con la PCR utilizando los cebadores
BT1a/BT1b; carriles M: marcador de peso molecular de 100 pb de diferencia;
carriles 1 a 8: aislados de C. liriodendri Cy 18, Cy 21, Cy 23, Cy 36, Cy 37, Cy
38, Cy 39, Cy 58; carrilles 9 y 10: aislados de referencia de C. liriodendri CBS
117640 y CBS 117526; carriles 11 a 19: aislados de C. macrodidymum Cy 1, Cy
2,Cy3,Cy9,Cy12,Cy 14, Cy 15, Cy 16, Cy 17; carril 20: aislado de referencia
de C. macrodidymum CBS 112609 y carril 21: control negativo.
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Figura 3.8. Arbol filogenético construido con el método Neighbor-Joining basado en las distancias
genéticas de las secuencias parciales del gen de la B-tubulina (BT1), calculadas con el modelo
2-parametros de Kimura. Los aislados de Cylindrocarpon son los indicados en la Tabla 3.1, y las
secuencias adicionales de C. liriodendri de California (AY997601 y AY997602) y Francia
(AY997587), y de C. macrodidymum de California (AY997608 y AY997619) y Chile (AY997604)
obtenidas del GenBank. Los niimeros en los nodos corresponden a la frecuencia con que aparecen
los grupos en el analisis “bootstrap” de 1000 repeticiones.
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Los productos de amplificacién obtenidos con los cebadores universales
ITS1/ITS4 alcanzaron un tamafio de aproximadamente 550 pb, siendo similar en
los 37 aislados de la coleccion y en los aislados de referencia de C.
macrodidymum (CBS 112609) y de C. liriodendri (CBS 117526, CBS 117640,
Cy 13 Portugal y Cy 15 Portugal) incluidos en este estudio (Figura 3.9).

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

1000 pb—

IR

TR g 0 S0 s e S s s 0 B s 0 Bt S s S S

FRELLILL L B

[} I
|

[}
L}

Figura 3.9. Productos amplificados con la PCR utilizando los cebadores
universales ITS1/ITS2; carriles M: marcador de peso molecular de 100 pb de
diferencia; carriles 1 a 6: aislados de C. liriodendri Cy 18, Cy 21, Cy 23, Cy 36,
Cy 37, Cy 38; carriles 7 y 8: aislados de referencia de C. liriodendri CBS 117640
y CBS 117526; carriles 9 a 15: aislados de C. macrodidymum Cy 1, Cy 2, Cy 3,
Cy 9, Cy 12, Cy 14, Cy 15; carril 16: aislado de referencia de C. macrodidymum
CBS 112609 y carril 17: control negativo.

En el andlisis filogenético de las secuencias de la region ITS de los 42
aislados seleccionados, se incluyeron 461 nucleétidos, y de éstos 40 fueron
variables. Con el método NJ se construy6 un arbol filogenético en el que cual se
identificaron dos clados consistentes (100 %) (Figura 3.10). Uno de ellos estuvo
compuesto por 31 aislados, el aislado de referencia de C. macrodidymum (CBS
112609), y las secuencias de C. macrodidymum AY677287, AY997550 y
AY997556. Mientras que el otro grupo incluyo las secuencias de los restantes
seis aislados, los cuatro aislados de referencia de C. liriodendri (CBS 117526,
CBS 117640, Cy 13 Portugal y Cy 15 Portugal), y las secuencias de C.
liriodendri AY667267, AY997533 y AY997547. Del mismo modo que en la
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filogenia anterior, también aqui todas las secuencias dentro de cada clado fueron
muy similares, con excepcion del aislado Cy 67 incluido en el grupo de C.
liriodendri.

— Cy47
Cy76
Cy48
cys82
cy79
Cy34
Cy61
Cy15
Cy 103
Cy 104
Cy32
Cy9
Cy42
Cye6s
cyal
Cy 40
Cy 65
Cy8l Cylindrocarpon macrodidymum
cyo98
Cy 101
cy73
Cy28
Cy2
Cy9s
100 &2
AY997556
Cyl
cy78
CBS 112609
Cy57
Cy 105
AY997550
AY677287
Cy 60
éj Cy83
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Cy67

Cy8s

cyo1

Cy 15 Portugal
CBS 117526
AYB77267
cy97 ; L )
100 Cy66 Cylindrocarpon liriodendri
Cy94

Cy 13 Portugal
CBS 117640
cy3r

7 Av997533

65 AY997547
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Figura 3.10. Arbol filogenético construido con el método Neighbor-Joining basado en las
distancias genéticas de las secuencias de la region ITS, calculadas con el modelo 2-pardmetros de
Kimura. Los aislados de Cylindrocarpon son los indicados en la Tabla 3.1, y las secuencias
adicionales de C. liriodendri de Sudafrica (AY677267), Francia (AY997533) y California
(AY997547) y de C. macrodidymum de Sudafrica (AY677287), Chile (AY997550) y California
AY997556 obtenidas del GenBank. Los niimeros en los nodos corresponden a la frecuencia con
que aparecen los grupos en el analisis “bootstrap” de 1000 repeticiones.
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3.3.3- Patogenicidad

En el primer experimento, en el que se ensayaron suspensiones de
conidios de diferentes concentraciones, la comparacion de los resultados entre los
dos ensayos efectuados no detectd diferencias estadisticas significativas; lo
mismo ocurrié con la comparacion entre si de los tres aislados inoculados de
cada especie de Cylindrocarpon. Por lo tanto, los datos de ambos ensayos y de
los tres aislados de cada especie se analizaron conjuntamente. Los resultados de
patogenicidad de este experimento tras cuatro meses desde la plantacion, se
muestran en las Tablas 3.7 y 3.8.

Tabla 3.7. Patogenicidad de la especie C. liriodendri (aislados Cy 59, Cy 64 y
Cy 85 analizados conjuntamente) inoculada con diferentes concentraciones de
conidios en el portainjertos de vid cultivar 110 R, cuatro meses después de la

plantacion.

Concentracion Indice Peso seco Peso seco
Especie de conidios dafio raiz" raiz (g) aéreo (g)

C. liriodendri 1x10 2,50" d* 3,25¢” 8,21b
1x10° 2,26d 3,26 ¢ 9,10 ab
1x10° 1,34 ¢ 4,02 b 9,11 ab

1x10* 0,83 b 4,13 ab 8,60 b

Control 0,00 a 492 a 10,25 a

" El indice de dafio en raiz fue evaluado siguiendo la siguiente escala: 0 = raiz sana sin lesiones, 1
= decoloracion suave con 0 a 10 % de reduccion en la masa radicular, 2 = decoloracion suave con
10 a 25 % de reduccidon en la masa radicular, 3 = decoloraciéon moderada con 25 a 50 % de
reduccion en la masa radicular, 4 = decoloracion severa con mas de 50 % de reduccion en la masa
radicular, y 5 = planta muerta.

* Los valores representan las medias de los 48 datos de los tres aislados de C. liriodendri, Cy 59,
Cy 64y Cy 85, y los dos ensayos (en total 8 repeticiones por tres aislados y por dos ensayos).

¥ GENMOD, la medias en la columna seguidas por la misma letra, no presentan diferencias
significativas de acuerdo al test x* (. = 0,05).

? ANOVA, la medias en cada columna seguidas por la misma letra no presentan diferencias
significativas de acuerdo al test diferencias minimas significativas (LSD) (o = 0,05).
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Las plantas del portainjerto 110 R inoculadas con suspensiones de
conidios de C. liriodendri y C. macrodidymum de diferentes concentraciones,
manifestaron sintomas de pie negro. Estos consistieron en una vegetacion débil,
hojas clordticas y necroticas, y depresiones y necrosis en las raices con escaso
desarrollo de la masa radicular (Figura 3.11).

Los valores P indicaron un efecto significativo de la concentraciéon de
conidios inoculada para la variable indice de dafio en raiz, siendo este valor
similar (P < 0,0001) en ambas especies. Los resultados de esta variable se
situaron entre 0,83 y 2,50 en la especie C. liriodendri y entre 1,03 y 1,74 en la
especie C. macrodidymum, diferenciandose significativamente del tratamiento
control.

Tabla 3.8. Patogenicidad de la especie C. macrodidymum (aislados Cy 1, Cy 14
y Cy 63 analizados conjuntamente) inoculada con diferentes concentraciones de
conidios en portainjertos de vid del cultivar 110 R, cuatro meses después de la
plantacion.

Concentracion Indice Peso seco  Peso seco

Especie de conidios dafio raiz”  raiz (g) aéreo (g)
C. macrodidymum 1x10° 1,74* ¢ 3,37¢ 7,97 a
1x10° 1,51 ¢ 4,02 b 11,61 a
1x10* 1,03b 4,25 ab 9,11a
Control 0,00 a 492 a 10,25 a

" El indice de dafio en raiz fue evaluado siguiendo la siguiente escala: 0 = raiz sana sin lesiones, 1
= decoloracion suave con 0 a 10 % de reduccion en la masa radicular, 2 = decoloracion suave con
10 a 25 % de reduccidon en la masa radicular, 3 = decoloraciéon moderada con 25 a 50 % de
reduccion en la masa radicular, 4 = decoloracion severa con mas de 50 % de reduccion en la masa
radicular, y 5 = planta muerta.

* Los valores representan las medias de los 48 datos de los tres aislados de C. macrodidymum Cy 1,
Cy 14y Cy 63 y los dos ensayos (en total 8 repeticiones por tres aislados y por dos ensayos).

Y GENMOD, la medias en la columna seguidas por la misma letra, no presentan diferencias
significativas de acuerdo al test x* (= 0,05).

? ANOVA, la medias en cada columna seguidas por la misma letra no presentan diferencias
significativas de acuerdo al test diferencias minimas significativas (LSD) (o = 0,05).
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No ocurri6 lo mismo con las otras dos variables. En el caso del peso seco
de la raiz el valor de P también fue significativo con P = 0,0001 en C. liriodendri
y P = 0,0019 en C. macrodidymum. Sin embargo, aunque los resultados
mostraron un menor peso seco de la raiz cuanto mayor era la concentracion de
conidios inoculada, fue a partir de la concentracion de 1 x 10° conidios mL™
cuando se encuentran diferencias significativas comparado con el tratamiento
control, siendo este resultado similar en ambas especies. En cuanto al peso seco
de la parte aérea, los resultados fueron mas erraticos. Se detectd un efecto
significativo de esta variable en la especie C. liriodendri (P = 0,0207), pero no en
C. macrodidymum (P = 0,3287). Asimismo, los datos no se ordenaron de forma
decreciente cuanto mayor era la concentracion de conidios inoculada.

En el segundo experimento, en el que se evalud la patogenicidad de un
numero amplio de aislados, seis en cada especie, tampoco se encontraron
diferencias significativas entre los resultados de ambos ensayos efectuados y, por
tanto, también aqui se analizaron los datos conjuntamente. En la Tabla 3.9
pueden observarse los resultados del estudio de patogenicidad tras cuatro meses
desde la plantacion.

Todos los aislados evaluados de ambas especies fueron patogenos al
portainjerto de vid cultivar 110 R. Los valores de P indicaron un efecto
significativo de los aislados en todas las variables: indice de dafio en raiz (P <
0,0001), peso seco de raiz (P = 0,0000) y en peso seco de la parte aérea (P =
0,0001). El indice de dafio de raiz de los aislados de ambas especies, se situd
entre 1,75 y 2,50 diferenciandose significativamente del tratamiento control. En
todos los aislados los valores de peso seco de raiz y peso seco de la parte aérea
decrecieron significativamente respecto al tratamiento control, con excepcion de
los aislados Cy 88 y Cy 36 de C. liriodendri para la variable peso seco de la parte
aérea. En éste ultimo aislado, ademas el peso seco de la parte aérea fue superior
al tratamiento control, aunque no se diferencio significativamente.

Los contrastes efectuados indicaron que C. liriodendri no se diferencio

de C. macrodidymum en las variables indice de dafio en raiz y peso seco de raiz,
pero si en la variable peso seco de la parte aérea (P < 0,01). En C. liriodendri el
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peso seco de la parte aérea fue significativamente mayor que en C.
macrodidymum.

Tabla 3.9. Patogenicidad de seis aislados de C. liriodendri y seis de C.
macrodidymum inoculados en el portainjerto de vid cultivar 110 R, cuatro meses
después de la plantacion.

Indice Peso seco Peso seco
Aislado dafio raiz’ raiz (g) aéreo (g)
C. liriodendri Cy 36 1,20" bc* 4,09 b’ 11,21 a
Cy 59 2,15 def 3,35 bed 9,20 bed
Cy 64 2,50 f 3,29 c¢d 9,30 bed
Cy 72 1,11 be 3,87 be 9,22 bed
Cy 85 2,27 ef 3,13 cd 8,73 bede
Cy 88 1,27 be 4,09b 9,85 abc
C. macrodidymum Cy 1 1,50 cd 3,63 bed 8,88 bede
Cy 14 2,00 def 3,23 cd 7,64 €
Cy 32 0,93 b 3,91 be 9,15 bed
Cy 63 1,64 cd 3,27 cd 7,48 ¢
Cy 96 2,09 def 2,84 d 7,85 de
Cy 104 1,75 cde 2,83 d 8,62 cde
Control 0,00 a 493 a 10,25 ab
Contrastes”
C. liriodendri vs. 1,75 vs. 3,66 vs. 9,67 vs.
C. macrodidymum 1,63 ns 3,31 ns 8,28 **

¥ El indice de dafio en raiz fue evaluado siguiendo la siguiente escala: 0 = raiz sana sin lesiones, 1 =
decoloracion suave con 0 a 10 % de reduccion en la masa radicular, 2 = decoloraciéon suave con 10
a 25 % de reduccién en la masa radicular, 3 = decoloracion moderada con 25 a 50 % de reduccion
en la masa radicular, 4 = decoloracion severa con mas de 50 % de reduccion en la masa radicular, y
5 = planta muerta.

¥ Los valores representan las medias entre las 16 repeticiones por aislado (ocho por ensayo).

* GENMOD, la medias en la columna seguidas por la misma letra, no presentan diferencias
significativas de acuerdo al test x> (a = 0,05).

Y ANOVA, la medias en cada columna seguidas por la misma letra no presentan diferencias
significativas de acuerdo al test diferencias minimas significativas (LSD) (o = 0,05).

“ Los contrastes lineales de un grado de libertad fueron utilizados para comparar ambas especies:
* (a=0,05), ** (@ =0,01) y ns = no significativo (a = 0,05) de acuerdo al test t de Student.
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En ambos experimentos, los aislados de Cylindrocarpon inoculados
fueron reaislados de las plantas afectadas en MEAS siguiendo la metodologia
descrita anteriormente, confirmandose de esta manera los postulados de Koch's.

Figura 3.11. Aspecto de las raices de los barbados del cultivar 110 R inoculados
con suspensiones de conidios de diferentes concentraciones del aislado Cy 59 de
C. liriodendri, a) control sin inocular, b) 1 x 10* conidios mL™, ¢) 1 x 10’
conidios mL™, d) 1 x 10° conidios mL"y e) 1 x 107 conidios mL™".

3.4- DISCUSION

Este es el primer estudio de caracterizacion de una coleccion de aislados
de Cylindrocarpon obtenidos de plantas de vid en viveros y de vifiedos jovenes
con sintomas de pie negro en Espafia. A partir del analisis de las caracteristicas
fenotipicas y moleculares (region BT1 del gen de la B-tubulina y region ITS) se
identificaron dos especies entre los aislados estudiados: C. liriodendri y C.
macrodidymum. Este resultado coincide con los obtenidos en otras regiones
vitivinicolas del mundo, donde se han citado estas mismas especies como
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causantes del pie negro de la vid (Halleen et al., 2004 y 2006b; Petit y Gubler,
2005 y 2007).

Los cebadores Destl/Dest4, fueron disefiados por Hamelin et al. (1996)
para detectar exclusivamente aislados de C. destructans de las raices y cuello de
plantas de vivero de coniferas. Nascimento et al. (2001), demostraron que estos
cebadores eran capaces de amplificar secuencias de aislados de otras dos especies
de Cylindrocarpon: C. liriodendri (previamente identificada como C.
destructans) obtenida de vides en Portugal (Rego et al., 2001) y C. obtusisporum
aislada de vides en California. En nuestros estudios también encontramos que
pueden amplificar inespecificamente secuencias internas de la region ITS de las
especies C. liriodendri y C. macrodidymum. Podemos concluir entonces, que
estos cebadores no son utiles para reconocer especificamente a la especie C.
destructans.

El analisis de la region BT1 del gen de la B-tubulina y de la region ITS,
que fueron utilizados por otros investigadores para identificar las especies de
Cylindrocarpon que afectan a la vid (Halleen et al., 2004; Petit y Gubler, 2005),
también permitieron identificar a C. liriodendri y C. macrodidymum en los
aislados espafioles estudiados. La existencia de una insercion de 52 pares de
bases en la secuencia de la region BT1 del gen de la B-tubulina, se considera un
marcador especifico para C. macrodidymum (Petit y Gubler, 2005). En nuestro
estudio, esta insercion se encontr6 en el aislado de referencia de esta especie y en
56 de nuestros aislados; mientras que no estuvo presente en los cuatro aislados de
referencia de C. liriodendri ni en el resto de los aislados, 26 en total, que fueron
identificados como C. liriodendri.

El analisis filogenético de las secuencias de la regiéon BT1 del gen de la
B-tubulina, agrupé a todos los aislados en dos clados consistentes que se
correspondieron con las especies C. macrodidymum y C. liriodendri
respectivamente. Dentro de cada clado quedaron incluidos los aislados de
referencia y las secuencias adicionales correspondientes a cada una de ellas.
Ademas, encontramos que los aislados de Cylindrocarpon dentro de cada especie
de diversos origenes geograficos en Espafia, y de otras regiones en el mundo
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como Australia, California, Chile, Francia, y Portugal presentaron secuencias
muy similares.

El otro estudio filogenético efectuado, que se basé en las secuencias de la
region ITS del ADN ribosdémico, igualmente permitié identificar claramente las
dos especies. En este caso se trabajo con una seleccion de 37 aislados espafioles
que se agruparon en dos clados consistentes. Cada clado incluy¢ los aislados de
referencia y las secuencias adicionales de C. macrodidymum y C. liriodendri
respectivamente. Con excepcion del aislado espafiol Cy 67 de C. liriodendri,
también aqui encontramos que los aislados de Cylindrocarpon de cada especie de
diversos origenes geograficos en Espafa, y de otras regiones en el mundo como
Australia, California, Chile, Portugal y Sudafrica presentaban secuencias muy
similares entre si.

Coincidiendo con lo publicado por otros investigadores (Rego et al.,
2001; Halleen et al., 2004 y Petit y Gubler, 2005), los resultados del estudio
fenotipico de los aislados presentaron una gran variabilidad. La morfologia de las
colonias mostro diferentes coloraciones en el anverso y reverso, el margen de
crecimiento y la textura fue variable, y la zonacion sélo se observo en algunos de
los aislados. A su vez, el tamafio de los microconidios y macroconidios fue
heterogéneo y la capacidad de esporulacion de los aislados fue sumamente
variable. Sin embargo, no fue posible establecer una clara concordancia entre
estos resultados y la descripcion de las especies.

Halleen et al. (2004), utilizaron el tamafio de los macroconidios para
separar C. macrodidymum de C. liriodendri asegurando que el primero produce
macroconidios mas largos y anchos que el segundo. Sin embargo, dentro de
nuestra coleccidn, esta caracteristica no fue consistente puesto que algunos de los
aislados que se identificaron como C. macrodidymum, presentaban tamanos de
macroconidios menores que otros identificados como C. liriodendri. A su vez,
Petit y Gubler (2005) observaron que C. liriodendri produce relativamente mas
clamidosporas que C. macrodidymum, aunque consideraron a esta caracteristica
inconsistente para ser utilizada en la identificacion de ambas especies. Estos
autores indicaron ademas, que si es posible diferenciar C. macrodidymum de C.
liriodendri basandose en el color del reverso de las colonias crecidas en
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MEA 2 %. En este medio de cultivo los aislados de C. liriodendri manifestaron
diferentes tonos de amarillo, mientras que los de C. macrodidymum naranja-
oscuro 0 marrén. Sin embargo, aunque ambos tipos de colores fueron observados
cuando nuestros aislados se hicieron crecer en MEA 2 %, no se correspondieron
con las especies identificadas previamente. Ambos tipos de color fueron
observados en aislados de C. liriodendri y C. macrodidymum indistintamente.

En nuestro trabajo, la identificacion fenotipica de ambas especies fue
contundente al someter los datos a un analisis estadistico factorial multivariante.
Los dos factores seleccionados de este analisis, explicaron aproximadamente el
60 % del total de la variabilidad. La proyeccion de los aislados de
Cylindrocarpon sobre el plano de los dos factores, separd claramente la coleccion
en dos grupos de 26 y 56 aislados que se correspondieron con las especies C.
liriodendri y C. macrodidymun respectivamente, quedando incluidos dentro de
cada grupo los aislados de referencia respectivos. La identificacion de las
especies lograda utilizando este analisis estadistico, coincidié exactamente con el
resultado obtenido mediante el estudio de las secuencias de la region BT1 del gen
de la B-tubulina y la region ITS del ADN ribosoémico.

Las variables fenotipicas capacidad de esporulacion de los aislados y el
crecimiento diario a las temperaturas de 5 y 10 °C, fueron las que mas aportaron
a la separacion de estos dos grupos, seguidos por el tamafio de los macroconidios
de 1, 2 y 3 tabiques. En consecuencia, C. liriodendri puede diferenciarse de C.
macrodidymum dentro de una coleccion de aislados por producir mas conidios,
crecer mas rapido a las temperaturas de 5 y 10 °C y presentar macroconidios de
menor longitud y anchura.

La reproduccion sexual se obtuvo entre aislados espafioles de C.
liriodendri y C. macrodidymum. En nuestros experimentos los teleomorfos
Neonectria liriodendri (teleomorfo de C. liriodendri) y N. macrodidyma
(teleomorfo de C. macrodidymum) se generaron en condiciones heterotalicas,
coincidiendo con lo expuesto por Halleen et al. (2004 y 2006b). En ambas
especies los peritecios eran de color rojo, con ascosporas viables en su interior, y
se desarrollaron solos o agrupados en concordancia también con la descripcion
efectuada por estos investigadores.
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Los ensayos de patogenicidad efectuados, demostraron que los aislados
espafioles de C. liriodendri y C. macrodidymum son capaces de inducir los
sintomas tipicos del pie negro en portainjertos del cultivar 110 R. En las plantas
inoculadas se observo menor desarrollo en la parte aérea, hojas cloroticas y
necroticas, y necrosis en las raices con reduccion de la masa radicular. Estos
sintomas se tradujeron en una disminucién en el peso seco de la raiz y, en
algunos casos, en el peso seco de la parte aérea. Estos resultados coinciden con lo
obtenido en trabajos anteriores realizados por Rego et al. (2001), Halleen et al.
(2004) y Petit y Gubler (2005) y confirman que ambas especies son patdgenas a
vid.

En el primer experimento, todas las concentraciones de indculo
evaluadas causaron indices de dafio en raiz que se diferenciaron
significativamente del tratamiento control. Sin embargo, en el tratamiento que se
aplico la dosis mas baja (10* conidios mL™') el peso seco de raiz fue
significativamente igual al control. En cuanto al peso seco de la parte aérea, esta
variable resultd poco concluyente. Para efectuar las inoculaciones en el segundo
experimento, si bien la concentracion de 10° conidios mL™ demostré ser capaz de
infectar a las plantas, se opt6 por utilizar la siguiente mas elevada, 10° conidios
mL™', para asegurar la infeccion y posterior manifestacion de los sintomas. Por
otra parte, esta concentracion fue la utilizada por Halleen et al. (2004) y Petit y
Gubler (2005) en sus ensayos de patogenicidad.

C. obtusisporium es una de las especies que tradicionalmente se asocid a
la enfermedad del pie negro, sin embargo no fue encontrada entre los aislados
espafioles estudiados. Halleen et al. (2004), que tampoco la encontraron en sus
prospecciones, discutieron la posibilidad de que los aislados identificados en
trabajos anteriores como C. obtusisporium corresponderian en realidad a C.
macrodidymum. Petit y Gubler (2005), también sefialaron que los aislados de C.
obtusisporium asociados al pie negro en California por Scheck et al. (1998a),
podrian estar incorrectamente identificados.

Como conclusion, en este Capitulo se han identificado las especies C.
liriodendri y C. macrodidymum afectando a plantas jovenes de vid en Espaiia,
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siendo la segunda de ellas la predominante abarcando dos tercios del total de la
coleccion de aislados estudiada. A pesar de la predominancia de C.
macrodidymum frente a C. liriodendri en nuestra coleccion de aislados, en
general, ambas especies se encontraron presentes en las diferentes regiones
estudiadas. C. liriodendri y C. macrodidymum desarrollaron estructuras sexuales
en condiciones heterotalicas y demostraron ser patégenas en el portinjerto
cultivar 110 R. Finalmente, destacar que ésta es la primera cita de las especies C.
liriodendri y C. macrodidymum afectando a vid en Espafia.

72



CAPITULO 4

VARIABILIDAD GENETICA Y DE
VIRULENCIA EN Cylindrocarpon
liriodendri y C. macrodidymum






................................................................................... Variabilidad genética y de virulencia

4- VARIABILIDAD GENETICA Y DE VIRULENCIA EN
Cylindrocarpon liriodendri y C. macrodidymum.

4.1- ANTECEDENTES

Numerosos aislados de C. liriodendri y C. macrodidymum obtenidos de
vid y procedentes de diferentes origenes geograficos, han sido caracterizados
mediante estudios fenotipicos, analisis filogenéticos y ensayos de patogenicidad
(Halleen et al., 2004; Petit y Gubler, 2005). Sin embargo, hasta la fecha, no
existe informacion disponible acerca de la diversidad genética que pueda existir
en estos dos patdgenos, y su relacion con otras caracteristicas como la
variabilidad en virulencia; entendiendo por virulencia la cantidad de enfermedad
generada por un patdogeno medida a través de los sintomas en el hospedante. El
conocimiento de esta informacion puede contribuir a un manejo mas eficiente del
pie negro de la vid, por ejemplo en la seleccion de portainjertos resistentes.

La técnica de analisis “Inter-Simple Sequence Repeat” (ISSR), también
llamada “Random Amplified Microsatellites” (RAMS) fue originalmente
desarrollada por Zietkiewicz et al. (1994) para analizar diversidad genética en
plantas y animales. M3as tarde, esta técnica también demostrd ser una herramienta
poderosa para el anlisis de la variabilidad genética en hongos (Hantula et al.,
1996). Existen muchos ejemplos de hongos que han sido caracterizados mediante
la técnica ISSR como Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn) J. Schrot.
(Hantula et al., 1997), Claviceps spp. (Tooley et al., 2000), Botryosphaeria spp.
(Zhou et al., 2001), Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris (Mahuku et al.,
2002), P. citrophthora (R.E. Sm. & E.H. Sm.) Leonian (Cohen et al., 2003),
Fusarium culmorum (W.G. Sm.) Sacc. (Mishra et al., 2003), Rhizoctonia solani
Kiihn (Elbakali et al., 2003), Gremmeniella spp. y Phomopsis spp. (Borja et al.,
20006), entre otros.

Esta técnica combina la simplicidad de la técnica “Random Amplified
Polymorphic DNA” (RAPD), la confianza de bandas derivadas de un ADN
conocido y heredable, y el potencial para diferenciar poblaciones o especies
recientemente divergentes (Zhou et al., 2001). Con el método de analisis ISSR, el

75



(0% o1 (1] [0 1 RS SR

ADN entre dos microsatélites cercanos es amplificado en diferentes zonas a lo
largo del genoma. De este modo, cada banda amplificada corresponde a una
unica secuencia de ADN delimitada por dos microsatélites invertidos,
generandose patrones de bandas que pueden ser polimorficos entre diferentes
individuos. Los cebadores utilizados estdn compuestos por secuencias de
microsatélites que pueden presentar el extremo 5 degenerado.

Debido a la falta de informacion que existe sobre la variabilidad genética
de las especies de Cylindrocarpon causantes del pie negro de la vid, y su relacion
con otras variables, se plantean en este Capitulo los siguientes objetivos: 1)
ensayar la utilidad del método ISSR para estudiar la variabilidad genética en
Cylindrocarpon spp. causantes del pie negro de vid; 2) analizar la variabilidad
genética dentro de las especies C. liriodendri y C. macrodidymum; y 3) estudiar
la relacion entre la diversidad genética y el perfil de virulencia de estas dos
especies.

4.2- MATERIALES Y METODOS

4.2.1- Aislados fungicos

Para el desarrollo de los objetivos planteados en este Capitulo, se
utilizaron los 26 aislados de C. liriodendri y los 56 de C. macrodidymum
espanoles que se describen en el Capitulo 3. También fueron incluidos los cuatro
aislados de referencia de C. liriodendri de vid originarios de Portugal y el aislado
de referencia de C. macrodidymum de vid originario de Australia (Tabla 3.1).
4.2.2- Estudio molecular con la técnica ISSR

Extraccidon de ADN y analisis ISSR

El ADN de los distintos aislados, fue el mismo que el empleado en los
analisis moleculares del Capitulo anterior. Para realizar los ensayos de este
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Capitulo, una muestra de cada extraccion de ADN fue diluida con agua
(Chromasolv® Plus, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) de manera que su
concentracion final quedase entre 0,5 y 5 ng uL™'. La cantidad de ADN se midié
electroforéticamente.

Para efectuar el analisis ISSR se seleccionaron diez cebadores, los cuales
fueron evaluados por su capacidad de producir patrones de bandas polimoérficas y
reproducibles en aislados de las especies C. liriodendri y C. macrodidymum.
Entre los cebadores utilizados, cuatro correspondieron a dinucleotidos y seis a
trinucledtidos con, o sin, el extremo 5” degenerado (Tabla 4.1).

Cada reaccion de PCR contenia 1x de tampon, MgCl, 2,5 mM, 100 pM
de cada uno de los dNTPs, 0,4 uM de cada cebador, 0,5 U de ADN-polimerasa
(Dominion MBL, Cérdoba, Espana) y 1 pl de la dilucidon efectuada con el DNA
extraido. La reaccion se ajusto con agua (Chromasolv® Plus, Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemania) a un volumen final de 25 pl. Las amplificaciones se
efectuaron en un termociclador modelo Peltier Termal Cycler-200 (MJ Research
Inc., Waltham, MA, USA). Los programas consistieron en un primer paso de 95
°C durante 5 minutos para la desnaturalizacién del ADN, seguido de 34 ciclos a
95 °C durante 1 minuto, 50 °C (AG);, 41 °C (CA); y (CT);, 58 °C (GT);, 49 °C
(ACA)s, 64 °C (CCA)s, 61 °C (CGA)s, 46 °C (GAC)s, 56 °C (GTG)s o 61 °C
(TCG)s durante 1 minuto para el anillamiento y 72 °C durante 2 minutos para las
extensiones. Las extensiones finales fueron efectuadas a 72 °C durante 10
minutos.

Los productos de amplificacion se separaron mediante electroforesis en
gel de agarosa (agarosa D-1 Low EEO, Conda, Madrid, Espafia) al 1,5 %,
preparado con tampon TBE 0,5X (TBE 1X = tris base 89 mM, acido borico
89 mM y EDTA 2 mM, pH = 8,0). El marcador de peso molecular utilizado fue
una mezcla de bandas de ADN de 100 pb de diferencia (Gene Ruler™ 100 bp
Plus DNA Ladder, Fermentas, Alemania). Para la visualizacion de las bandas, los
geles se tifieron en solucion acuosa con bromuro de etidio a una concentracion de
200 uL L' de agua y se expusieron en un equipo de fotodocumentacién de geles
(Gelprinter plus, TDI, Madrid, Espafa). Las reacciones de PCR con cada uno de
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los cebadores fueron repetidas al menos tres veces y solamente se consideraron
las bandas nitidas y reproducibles.

Analisis de resultados ISSR

Los fragmentos de ADN amplificados con los cebadores ISSR fueron
registrados visualmente como presencia (1) o ausencia (0) de banda,
considerando similares aquellas del mismo tamafo. Los datos de ambas especies
se agruparon en una Unica matriz y se analizaron conjuntamente. La similitud
genética entre dos aislados se calculd con el coeficiente de Dice (Dice, 1945)
utilizando el método “SimQual”. A partir de la matriz de similitud se
construyeron dendrogramas con la ayuda del método “Unweighted Pair Grouping
by Mathematical Averaging” (UPGMA) y utilizando los programas “SHAN” y
“TREE”. El grado de ajuste entre la matriz cofenética y la matriz en que la que se
baso el agrupamiento, se estimo con el test de Mantel (Mantel, 1967). Para
realizar todos estos analisis se utilizo el programa NTSYS-pc version 2,02
(Exeter Software, Setauket, NY). Finalmente, se calcul6 el indice de diversidad
genética segiin Nei (Nei, 1973) en C. liriodendri y en C. macrodidymum con el
programa POPGENE version 1,32 (Yhe et al., 1997).

4.2.3- Patogenicidad

Para efectuar el ensayo de patogenicidad, se seleccionaron aislados de
ambas especies de Cylindrocarpon de los siete grupos (Gl a G7) definidos de
acuerdo al analisis de agrupamiento de las bandas generados con los cuatro
cebadores ISSR seleccionados (grupos ISSR) (Figura 4.3). En total se utilizaron
19 aislados, cinco de C. liriodendri: Cy 18, Cy 36, Cy 59 y Cy 97 pertenecientes
al grupo ISSR 1 (G1) y Cy 67 (G2); y 14 de C. macrodidymum: Cy 28, Cy 41 y
Cy 96 (G3), Cy 1, Cy 14, Cy 22 y Cy 70 (G4), Cy 106 (GS), Cy 76, Cy 81 y Cy
101 (G6), y Cy 60, Cy 62y Cy 77 (G7) (Tabla 4.3).

Todos los aislados se hicieron crecer en medio PDA durante tres semanas

a 25 °C en oscuridad. Para preparar el indculo, a cada placa se le agregd 10 mL
de agua destilada estéril (ADE) y se raspé mecanicamente la superficie con una
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espatula. La suspension de conidios se filtrd a través de una malla, y se ajusto
con ADE a una concentracion de 1,0 x 10° conidios mL™" midiendo con un
hematocitometro.

Semillas obtenidas del cultivar Tempranillo se sembraron
individualmente en recipientes de plastico de 220 cc. que contenian turba estéril.
Cuando las plantulas presentaban de dos a tres hojas verdaderas, fueron utilizadas
para el ensayo de patogenicidad. Por cada aislado de Cylindrocarpon se
inocularon seis plantulas regando sus raices con 20 mL de suspension de
conidios. Como control sin inocular se utilizaron seis plantulas regadas solo con
ADE. Después de la inoculacion, todas las plantulas se mantuvieron durante dos
meses en un invernadero a una temperatura de 25 a 30 °C, y dispuestas segin un
disefio completamente al azar.

Las plantulas se observaron a intervalos de cinco dias, registrando cada
vez los sintomas desarrollados en la parte aérea. Para evaluar los sintomas se
utilizé una escala de 0 a 5 donde 0 = no sintomas, 1 =1 a 25 %, 2 =26 a 50 %,
3=51a75%,4=76a100 % de hojas cloroticas y/o necroticas, y 5 = planta
muerta. En cada plantula se estimo el area bajo la curva de progreso de la
enfermedad o “Area Under the Disease Progress Curve” (AUDPC) mediante el
método de integracion trapezoidal (Campbell y Madden, 1990) que se expresod
como porcentaje del area maxima para la duracion del experimento. Al final del
experimento, la escala de sintomas en la parte aérea se utilizO para obtener el
indice de severidad foliar de la enfermedad (ISFE) de cada planta individual.

Una vez finalizado el experimento, se arrancaron todas las plantas y sus
raices se lavaron cuidadosamente. El indice de severidad en raiz de la
enfermedad (ISRE) de cada planta individual se evalu6 siguiendo una escala de
sintomas de 0 a 5; donde 0 = raiz sana sin lesiones, 1 = decoloracion suave con 0
a 25 % de reduccion en la masa radicular, 2 = decoloracidon suave con 26 a 50 %
de reduccion en la masa radicular, 3 = decoloraciéon moderada con 51 a 75 % de
reduccion en la masa radicular, 4 = decoloracion severa con mas del 75 % de
reduccion en la masa radicular, y 5 = planta muerta. Asimismo, al final del
experimento se midiéo también el peso seco de la raiz y de la parte aérea. Para
reaislar los hongos inoculados, a partir de las raices y cuello de las plantas con
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sintomas, se realizaron aislamientos en medio MEAS siguiendo la metodologia
descrita en el Capitulo 3. El experimento se repitioé dos veces.

Analisis estadistico

Para analizar los datos del AUDPC, el peso seco de la parte aérea y el
peso seco de la raiz se realizaron analisis de la varianza (ANOVA). Previo al
analisis, los datos de porcentaje de AUDPC fueron transformados en arcoseno
(Y/100)"* dénde Y = 4rea bajo la curva de progreso de la enfermedad expresado
como porcentaje del area maxima para la duraciéon del experimento. Los valores
de las medias se separaron mediante el test de diferencias minimas significativas
(LSD) con un nivel de significacion a = 0,05. Los datos de ISFE e ISRE se
analizaron mediante el procedimiento GENMOD utilizando una distribucion
multinomial y el “cumulative logic” de la funcion “link”. En este caso los valores
de las medias fueron separados mediante el test de ¥* con un nivel de
significacion o = 0,05. Para contrastar el efecto de diferentes combinaciones de
grupos ISSR, se utilizaron contrastes lineales de un grado de libertad (Mead et
al., 2003). Todos los analisis se ejecutaron en el programa SAS (SAS Institut
Inc., Cary, NC, USA). Previamente, utilizando estos mismos métodos de andlisis,
se compararon estadisticamente los resultados de los dos experimentos para
poder analizarlos conjuntamente en caso de no existir diferencias significativas.

4.3- RESULTADOS

4.3.1- Estudio molecular con la técnica ISSR

De los diez cebadores ISSR evaluados, s6lo cuatro generaron patrones de
bandas polimorficas y reproducibles en aislados de las especies C. liriodendri y
C. macrodidymum obtenidos de vid (Tabla 4.1). Los productos amplificados
mediante PCR utilizando los cebadores (AG); y (CA); fueron buenos pero
muchas de sus bandas eran muy similares dificultando una clara definicion de los
patrones de bandas; los de (ACA)s y (CT); no generaron bandas o eran muy
débiles; los de (GAC)s y (GTG)s presentaban mucho fondo; y los de (GT),,
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(CCA)s, (CGA)s y (TCG)s fueron buenos, con poco fondo y presentaban patrones
de bandas polimorficos. Estos ultimos cuatro cebadores, (GT);, (CCA)s, (CGA)s
y (TCG)s, se seleccionaron para analizar la variabilidad genética en aislados de C.
liriodendri y C. macrodidymum (Tabla 4.2). La reproducibilidad de las bandas
amplificadas con estos cuatro cebadores, se confirmo al menos tres veces.

Tabla 4.1. Total de cebadores de Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR)
evaluados con su temperatura de anillamiento y caracteristicas de las
amplificaciones obtenidas mediante PCR. Los cebadores marcados con negrita
corresponden a los seleccionados para analizar la diversidad genética en aislados
de C. liriodendri y C. macrodidymum.

Temperatura Visibilidad

Cebadores anillamiento de las Referencia
ISSR (°C) bandas Comentarios bibliografica
5S"HBH(AG);A 50 buena patrones de bandas ~ Mahuku et al., 2002
de dificil definicion
5'DBDA(CA), 41 buena patrones de bandas ~ Mahuku et al., 2002
de dificil definicion
5'DVD(CT),C 41 ninguna - Mahuku et al., 2002
5YHY(GT);G 58 buena polimérfico Hantula et al., 1997
5'BDB(ACA); 49 débil - Hantula et al., 1996
5"DDB(CCA)s 64 buena polimorfico Hantula et al., 1997
5 DHB(CGA)s 61 buena polimérfico Hantula et al., 1996
5'(GAC)s 46 manchadas -—- Pina et al., 2005
5'(GTGys 56 manchadas - Pina et al., 2005
5 DHB(TCG)s 61 buena polimorfico Elbakali et al., 2003

En C. liriodendri, los cuatro cebadores seleccionados produjeron 36
bandas reproducibles entre 280 y 2700 pb aproximadamente; 32 de ellas (89 %)
resultaron polimorficas y generaron nueve patrones diferentes de bandas, dos con
los cebadores (TCG)s, (CCA)s y (GT);, y tres con (CGA)s. En C.
macrodidymum, los cuatro cebadores produjeron 26 bandas reproducibles con
tamafios comprendidos entre 360 y 2700 pb; 20 de ellas (77 %) fueron
polimorficas y generaron 19 patrones diferentes de bandas; dos con los cebadores
(TCG)s y (CCA)s, cuatro con (CGA)s y once con (GT); (Tabla 4.2 y Figuras 4.1
y 4.2).
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El test de Mantel mostré un ajuste muy bueno entre la matriz cofenética
y la matriz en la que se basé el agrupamiento (r = 0,99). El andlisis de
agrupamiento de ambas especies, basado en el coeficiente de Dice, detectd
diversidad genética dentro de C. liriodendri y de C. macrodidymum (Figura 4.3).
El dendrograma mostr6 20 genotipos diferentes entre los 87 aislados analizados.
Estos genotipos fueron agrupados arbitrariamente en siete grupos, llamados
grupos ISSR, con una similitud entre los aislados dentro de cada grupo de, al
menos, el 88 %. Dos de estos grupos correspondieron a la especie C. liriodendri
(G1 y G2) y los restantes cinco a la especie C. macrodidymum (G3 a G7).

Tabla 4.2. Cebadores de Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR) seleccionados
para analizar la diversidad genética en aislados de C. liriodendri y C.
macrodidymum y sus caracteristicas principales.

Cebadores C. liriodendri C. macrodidymum
ISSR BA* BP° P%° PB° BA BP P% PB
5'DHB(TCG)s 6 5 83 1 50 2
5'DDB(CCA)s 9 9 100 1 33 2

5'DHB(CGA)s 12 11 92 8 6 75 4
5YHY(GT),G 9 7 78 13 12 92 11
Total 36 32 89 9 26 20 77 19

"BA: Numeros de bandas amplificadas, ® BP: Numero de bandas polimérficas, © P%: Porcentaje de
polimorfismo, ¢ PB: Numero de patrones de bandas

N W N
w

Los dos grupos ISSR detectados en C. liriodendri estaban compuestos
uno por 25 aislados espanoles y los cuatro aislados de referencia de esta especie
(G1), y el otro solo por el aislado Cy 67 (G2), con una similitud entre ambos del
21 %. Los cinco grupos ISSR identificados en C. macrodidymum contenian siete
aislados (G3), 25 aislados y el aislado de referencia de esta especie (G4), un solo
aislado Cy 106 (G5), cinco aislados (G6), y ocho aislados (G7) respectivamente,
con una similitud entre todos estos grupos entre el 68 % y el 79 % (Figura 4.3).
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La similitud entre los grupos ISSR de C. liriodendri y los de C.
macrodidymum fue 7 %. Finalmente, el indice de diversidad genética estimada
segiin Nei fue en C. liriodendri H= 0,06 y en C. macrodidymum H = 0,16.

A CL cM
10 11 12 13 M

" - . e -
500 pb — ey - e - e

B CL cM
9 10 11 12 13 M

(CCA)s
- -—-uuuhh-h::

1000 pb — == -—
p—— — - O A N S - . .

500 pb |

Figura 4.1. Patrones de bandas de C. liriodendri y C. macrodidymum obtenidos
con los cebadores de Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR): A) cebador (TCG)s
(carriles 1 a 13: Cy 67, Cy 18, Cy 36, Cy 59, Cy 97, Cy 28, Cy 96, Cy 1, Cy 22,
Cy 60, Cy 77, Cy 81 y Cy 106), y B) cebador (CCA)s (carriles 1 a 13: Cy 67, Cy
18, Cy 36, Cy 59, Cy 97, Cy 22, Cy 28, Cy 41, Cy 70, Cy 60, Cy 76, Cy 77 y Cy
81). Carriles M: marcador de peso molecular de 100 pb de diferencia.
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1000 pb — =
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Figura 4.2. Patrones de bandas de C. liriodendri y C. macrodidymum obtenidos
con los cebadores de Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR): A) cebador (CGA)s
(carriles 1 a 13: Cy 67, Cy 18, Cy 59, Cy 97, Cy 36, Cy 1, Cy 22, Cy 28, Cy 41,
Cy 77, Cy 60, Cy 104 y Cy 81), y B) cebador (GT); (carriles 1 a 13: Cy 67, Cy
18,Cy 79,Cy 70, Cy 1, Cy 14, Cy 28, Cy 81, Cy 65, Cy 106, Cy 25, Cy 77,y Cy
60). Carriles M: marcador de peso molecular de 100 pb de diferencia. Los
recuadros y las flechas indican los patrones de bandas caracteristicos y los
marcadores moleculares de los aislados incluidos dentro de los grupos G6 y G7
de C. macrodidymum, definidos con el analisis de agrupamiento de las bandas
generadas con el estudio ISSR.
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Ninguno de los aislados de C. liriodendri o C. macrodidymum
presentaron el mismo patron de bandas. Dentro de C. liriodendri, los patrones de
bandas producidos por el aislado Cy 67 con los cuatro cebadores utilizados,
fueron diferentes a todos los obtenidos por el resto de aislados de esta especie. En
C. macrodidymum los aislados dentro del grupo ISSR G6 presentaron patrones de
bandas caracteristicos con los cebadores (CGA)s y (GT); y, ademas, generaron
con el cebador (CGA)s dos bandas especificas del grupo (grupo ISSR, G6) de 640
y 680 bp aproximadamente (Figura 4.2 A carril 13 y Figura 4.2 B carriles 8 y 9).
Del mismo modo, los aislados dentro del grupo ISSR G7 también mostraron
patrones de bandas caracteristicos, en este caso con el cebador (GT),, y también
se amplificd con este cebador una banda especifica del grupo (grupo ISSR, G7)
de aproximadamente 1150 bp (Figura 4.2 B carriles 12 y 13).

4.3.2- Patogenicidad

Los resultados del ensayo de patogenicidad después de dos meses desde
la inoculacion se muestran en la Tabla 4.3. La comparacion entre las dos
repeticiones realizadas del experimento, no detectd diferencias estadisticas
significativas, por lo que los datos obtenidos se analizaron conjuntamente. Todos
los aislados de ambas especies de Cylindrocarpon, se comportaron como
patégenos en plantulas de semillas obtenidas del cultivar Tempranillo. Los
sintomas se desarrollaron aproximadamente a partir de diez dias desde la
inoculacion y consistieron en reduccion de vigor, presencia de hojas clordticas y
necrdticas, raices con lesiones necréticas y deprimidas, reduccion de la masa
radicular y, en ocasiones, la muerte de la planta (Figura 4.4).

El analisis estadistico mostro diferencias significativas de virulencia
entre los aislados para todas las variables evaluadas (P < 0,0001). E1 AUDPC
alcanz6 valores comprendidos entre 2,08 % y 44,51 % mientras que los indices
ISFE e ISRE se ubicaron desde 0,50 a 3,25 y desde 0,50 a 3,58 respectivamente,
con una completa gradacion entre los aislados. Todos los aislados provocaron la
disminucion del peso seco de la parte aérea y de la raiz, con excepcion del
aislado Cy 97 cuyo peso seco de la parte aérea fue superior al tratamiento
control, aunque no se diferencio significativamente de él.
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control

Figura 4.4. Sintomas desarrollados en plantulas de semillas obtenidas del
cultivar Tempranillo dos meses después de inoculadas con C. macrodidymum; a)
y b) plantas inoculadas con el aislado Cy 22 (grupo ISSR, G4); ¢) y d) plantas
inoculadas con el aislado Cy 101 (grupo ISSR, G6).

Los contrastes efectuados indicaron que los aislados de C.
macrodidymum (grupos ISSR G3 a G7) fueron significativamente mas virulentos
que los aislados de C. liriodendri (grupos ISSR G1 y G2) para las variables peso
seco de la parte aérea (P < 0,05) e ISRE (P < 0,05). Dentro de C. liriodendri, los
aislados del grupo ISSR G1 no se diferenciaron estadisticamente del aislado del
grupo ISSR G2. Mientras que en C. macrodidymum los aislados incluidos dentro
de los grupos ISSR G6 y G7 conjuntamente, resultaron significativamente mas
virulentos que los aislados incluidos dentro de los grupos ISSR G3, G4 y G5
agrupados para todas las variables estudiadas (P < 0,01). Los contrastes

&9



(0% o1 (1] [0 1 RS SR

efectuados entre aislados de los grupos ISSR G3, G4 y G5 no mostraron
diferencias significativas en ninguna de las variables; mientras que los aislados
del G6 fueron significativamente mas virulentos que los aislados del G7 en las
variables AUDPC (P < 0,01), ISFE (P < 0,05) y peso seco de raiz (P < 0,01).
Finalmente, los contrastes entre los aislados de C. liriodendri (grupos ISSR G1 y
G2) y los grupos ISSR G3, G4 y G5 de C. macrodidymum conjuntamente, no
fueron significativamente diferentes.

4.4- DISCUSION

Por primera vez se ha realizado un estudio sobre la diversidad genética y
de virulencia en una amplia coleccion de aislados de C. liriodendri y C.
macrodidymum, agentes causales del pie negro de la vid (Halleen et al., 2004;
Petit y Gubler, 2005). Mediante la técnica Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR),
se ha detectado variabilidad genética en aislados de las especies C. liriodendri y
C. macrodidymum de diferentes origenes geograficos en Espafia y de otros paises
como Portugal y Australia. Ademas, en los ensayos de patogencicidad efectuados
con aislados seleccionados de los grupos ISSR de ambas especies, se ha
demostrado que existen diferentes niveles de virulencia en C. macrodidymum.

Los cuatro cebadores, (GT);, (CCA)s, (CGA)s y (TCG)s, detectaron altos
porcentajes de polimorfismo en C. liriodendri y C. macrodidymum. A su vez, el
dendrograma obtenido con el analisis de agrupamiento de las bandas generadas
con estos cuatro cebadores, fue robusto y estuvo de acuerdo con la identidad de
los aislados de ambos patogenos.

Dentro de la especie C. liriodendri se definieron solo dos grupos ISSR;
uno de ellos compuesto por todos los aislados de esta especie (G1) con excepcion
del aislado Cy 67, que correspondi6 al otro grupo (G2). Asimismo, la similitud
entre estos dos grupos fue muy baja. En los analisis filogenéticos efectuados con
estos mismos aislados en el Capitulo 3, el aislado Cy 67 quedé incluido dentro
del clado de C. liriodendri en la filogenia efectuada con las secuencias de la
region BT1 del gen de la B-tubulina, pero un poco mas separado en la filogenia
efectuada con secuencias de la region ITS. En el presente estudio, donde se ha
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realizado un analisis de “fingerprinting” del ADN, el aislado Cy 67 se separ6
claramente del resto de aislados de la especie C. liriodendri. Estos resultados
indican que serd necesario efectuar nuevas investigaciones para clarificar la
identidad de este aislado, ya que es posible que se trate de una nueva especie.

Respecto a C. macrodidymum, en esta especie se definieron cinco grupos
ISSR. Los analisis filogenéticos efectuados con estos mismos aislados en el
Capitulo anterior, estimaron muy baja variabilidad entre las secuencias tanto de
la region BTI1 del gen de la B-tubulina como de la region ITS. Halleen et al
(2004) y Petit y Gubler (2005) estudiaron el gen de la B-tubulina, la region ITS y
la secuencia parcial del gen de la subunidad grande del ribosoma, alcanzando
resultados similares a los nuestros con sus aislados de C. macrodidymum de vid
obtenidos de diferentes paises. Sin embargo, con el andlisis ISSR efectuado en
este Capitulo, se ha encontrado en esta especie una notable variabilidad genética
entre los aislados. El valor estimado de diversidad genética segun el coeficiente
de Nei, estuvo muy por encima del estimado para la especie C. liriodendri, a
pesar incluso de que en este ultimo caso esta incluido el aislado Cy 67.

Para efectuar los ensayos de patogenicidad en vid con especies de
Cylindrocapon, normalmente se utilizan portainjertos enraizados de 6 a 12 meses
de edad. Estos ensayos requieren al menos cuatro meses de incubacion antes de
poder ser evaluados y son de dificil manejo (Halleen et al., 2004; Petit y Gubler,
2005). En los ensayos de patogenicidad que se describen en este Capitulo, se
utilizaron pléntulas en vez de portainjertos. Este material vegetal fue facil de
manipular y permitié comparar la virulencia de un elevado nimero de aislados de
Cylindrocarpon spp. en un periodo de tiempo mucho mas corto. Las plantulas
utilizadas eran de variedad porque es muy dificil obtener semillas viables de
portainjertos. Ademas, aunque el pie negro afecta principalmente a las raices y a
la madera del portainjerto, existen citas sobre la incidencia de Cylindrocarpon
spp. en la zona del injerto, afectando tanto a patréon como a variedad (Halleen et
al., 2003; Aroca et al., 2006; Giménez-Jaime et al., 2006). Ademas, dos de los
aislados de C. macrodidymum utilizados en esta Tesis se obtuvieron de la zona
del injerto (Tabla 3.1).
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Todos los aislados inoculados fueron capaces de producir los sintomas
tipicos del pie negro en las plantulas procedentes de semillas obtenidas del
cultivar Tempranillo. Esto confirma nuestros resultados del Capitulo anterior y lo
publicado por otros investigadores en cuanto a la patogenicidad de C. liriodendri
y C. macrodidymum a vid (Rego et al., 2001; Halleen et al., 2004; Petit y Gubler,
2005). Por otra parte, los analisis de contrastes entre grupos ISSR indicaron
diferencias significativas en virulencia entre los aislados de C. macrodidymum.
De acuerdo con estos resultados los aislados inoculados correspondientes a los
grupos ISSR G6 y G7 fueron mas virulentos que el resto de aislados de C.
macrodidymum o de C. liriodendri. En ensayos de patogenicidad con aislados de
C. macrodidymum efectuados previamente por otros investigadores (Halleen et
al., 2004; Petit y Gubler, 2005), no se detectaron importantes diferencias en
virulencia dentro de esta especie, probablemente por el bajo nimero de aislados
incluidos en estos estudios. Mientras que, en el efectuado en el Capitulo 3 de esta
Tesis, no quedod incluido ninguno de los aislados correspondientes a los grupos
ISSR G6 o G7.

Estos resultados indican la necesidad efectuar nuevos ensayos de
patogenicidad con aislados adicionales de C. macrodidymum para clarificar si
cualquier aislado de C. macrodidymum que pudiese incluirse en los grupos ISSR
G6 o 7, sera también significativamente mas virulento que otros aislados de C.
macrodidymum o de C. liriodendri. La identificacion de los aislados
correspondientes a estos dos grupos ISSR, podria ser efectuada con los patrones
de bandas caracteristicos producidos por los cebadores ISSR (CGA)s y (GT)-.

En resumen, en este Capitulo se ha demostrado que la técnica ISSR es
una herramienta 1util para analizar diversidad genética en aislados de C.
liriodendri y C. macrodidymum obtenidos de vid. Esta técnica separ6 claramente
los aislados de estas dos especies y detecto diversidad genética en ambas, siendo
mucho mayor en C. macrodidymum. Asimismo, los ensayos de patogenicidad
efectuados demostraron que C. macrodidymum también presenta variabilidad en
virulencia. La variabilidad genética y de virulencia encontrada en este estudio,
puede ser significativa para el manejo de esta enfermedad.
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5- DETECCION DE MICOVIRUS EN AISLADOS DE
Cylindrocarpon liriodendri y C. macrodidymum.

5.1- ANTECEDENTES

La presencia de micovirus en hongos patégenos de plantas, es un
fendmeno bastante generalizado en la naturaleza. Existen muchos ejemplos de
hongos infectados con micovirus, como es el caso de Rhizoctonia solani Kiihn
(Casthano et al., 1978), Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr (Anagnostakis y
Day, 1979), Phytophthora infestans (Mont.) de Bary (Newhouse et al., 1992),
Chalara elegans Nag Raj & W.B Kendr. (Bottacin y Punja, 1994), Botrytis
cinerea Pers.:Fr. (Vilches y Castillo, 1997), Fusarium graminearum Schwabe
(Chu et al., 2002), Heterobasidion annosum (Fr.:Fr.) Bref. (Ihrmark et al., 2004),
o Monilinia fructicola (G. Wint.) Honey (Tsai et al., 2004), entre otros.

La mayoria de los micovirus caracterizados estan compuestos por
moléculas de ARN de doble cadena (ARNdc) encapsuladas en particulas
isométricas, o como elementos no encapsulados y asociados a las vesiculas
membranosas del citoplasma, o en las fracciones mitocondriales (Nuss y Koltin,
1990; Chu et al., 2002; Chu et al., 2004). Los micovirus se trasmiten mediante el
contacto entre hifas o anastomosis, o a través de las esporas asexuales (Ghabrial,
1998; Romo et al., 2007). En los ascomicetos, las esporas sexuales suelen estar
libres de micovirus, mientras que entre los basidiomicetos existen varios
ejemplos de especies cuyas basidiosporas pueden infectarse, como sucede en
Rhizoctonia solani (Casthano y Butler, 1978; Casthano et al., 1978).

En general, los micovirus no causan ningin cambio distinguible en los
hongos que estan infectando. Sin embargo, algunos de ellos provocan
considerables variaciones morfologicas y fisiologicas tales como cambios en la
morfologia y ratio de crecimiento de las colonias, variaciones en la cantidad de
esporulacion, produccion de toxinas, pigmentacion o disminucion de Ia
virulencia entre otros (Anagnostakis y Day, 1979; Casthano y Butler, 1978; Nuss
y Koltin, 1990; Bottacin y Punja, 1994; Ghabrial, 1998). Algunos micovirus,
ademas de afectar al hongo también pueden alterar a su hospedante. Marquez et
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al. (2007) encontraron que el micovirus que infecta al hongo Curvularia
protuberata R.R. Nelson & Hodges le confiere a éste y a su hospedante,
Dichanthelium lanuginosum, tolerancia para crecer en suelos con temperaturas
elevadas.

Conocer las variaciones que causan algunos micovirus en los hongos,
permite comprender mejor su comportamiento y, en algunas ocasiones, utilizarlas
en nuestro beneficio. Un ejemplo de ello es el caso de Cryphonectria parasitica,
hongo responsable del chancro del castafio. La hipovirulencia que le confieren
los hipovirus que infectan a algunos aislados, ha sido utilizada como medida de
control de la enfermedad (Heiniger y Rigling, 1994).

La presencia de micovirus en el género Cylindrocarpon fue descrita
recientemente por Ahn y Lee (2001). Estos investigadores encontraron micovirus
en aislados de C. destructans, el hongo causante de la podredumbre de raiz en
ginseng. Se trata de ARNdc de 6,0, 5,0, 2,5 y 1,5 Kpb. Los estudios efectuados
con estos micovirus demostraron que el de 6,0 Kpb podria estar relacionado con
incrementos en la virulencia, esporulacion y pigmentacion de este hongo. Los
aislados a los que se les elimind este micovirus sufrieron importantes cambios
fenotipicos y perdieron notoriamente su virulencia. Del mismo modo, la
reinfeccion con este micovirus en los mismos aislados tuvo como consecuencia
la restauracion de dichas caracteristicas.

Recientemente, Nascimento et al. (2007) detectaron la presencia de
micovirus en aislados de C. liriodendri obtenidos de vid en Portugal. De los 61
aislados analizados, el 27 % estaban infectados. Los micovirus encontrados
presentaban ARNdc de tres tamafios diferentes 15,0, 2,0 y 1,5 Kpb. La banda de
mayor tamafio estaba presente en todos los aislados infectados, mientras que las
otras dos s6lo en algunos de ellos.

En Espafia, no existen conocimientos acerca de la posible infeccion con
micovirus de las dos especies de Cylindrocarpon causantes del pie negro de la
vid, y de como podrian influenciar en el comportamiento de estos patogenos. Por
tal motivo, el objetivo en este Capitulo es estudiar la posible presencia de
micovirus en aislados espafioles de C. liriodendri y C. macrodidymum de vid.
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5.2- MATERIALES Y METODOS
5.2.1- Aislados fingicos

En este estudio la deteccion de micovirus fue efectuada en los 26 aislados
de C. liriodendri y los 56 de C. macrodidymum que se indican en el Capitulo 3
(Tabla 3.1). Como controles positivos se utilizaron el aislado de referencia de C.
liriodendri Cy 15 originario de Portugal (Tabla 3.1), que presenta un ARNdc de
15,0 Kpb (Nascimento et al., 2007); un aislado de Epichloé festucae infectado
por el micovirus EfV1, que posee un genoma de ARNdc de 5,1 Kpb (Romo et
al., 2007) y el aislado Mc0104 de Monosporascus cannonballus perteneciente a
la coleccion de hongos del Instituto Agroforestal Mediterraneo de la Universidad
Politécnica de Valencia, que contiene dos fragmentos de ARNdc con tamaiios en
torno a 4,0 y 3,0 Kpb.

Cada uno de los aislados, incluidos los controles positivos, se sembraron
en cuatro placas con medio PDA que contenian en la superficie papel de celofan
transparente estéril. Las placas se mantuvieron en estufa a 25 °C en oscuridad
durante siete dias, con excepcion del aislado de E. festucae que por su lento
crecimiento se mantuvo durante dos semanas. El micelio y las esporas crecidas
sobre el papel celofan se retiraron cuidadosamente y se almacenaron a -20 °C.

5.2.2- Protocolo de extraccion de ARNdc

El protocolo utilizado para la extraccion de ARNdc se basa en
cromatografia en celulosa segtin el método descrito por Valverde et al. (1990), y
fue ajustado en el Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas de Salamanca.

Reactivos y soluciones stock utilizados

Reactivos: fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1): Sigma-
Aldrich, Saint Louis, U.S.A; SDS (dodecil sulfato de sodio): Merck-Schuchardt,
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Hohenbrunn, Alemania; B-mercaptoetanol: Merck-Schuchardt, Hohenbrunn,

Alemania; Tris base: Roche, Barcelona, Espafia; NaCl: Sigma-Aldrich, Saint

Louis, U.S.A; EDTA (acido etilendiaminotetraacético sal disddica): Sigma-
Aldrich, Saint Louis, U.S.A. Acido bérico: Sigma-Aldrich, Saint Louis, U.S.A.

Soluciones stock: STE 10X: Tris HClI 0,1 M (pH 8,0) - NaCl 1 M -

EDTA 5mM (pH 8,0); SDS 10: solucion acuosa al 10 %; STE 15: STE 1X con
15% etanol; TE: Tris HC1 10 mM (pH 8,0) - EDTA 1,0 mM (pH 8,0). TBE 1X:
tris base 89 mM, acido boérico 89 mM y EDTA 2 mM, pH = §,0.
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Protocolo de extraccion

Utilizar la muestra almacenada que fue obtenida del crecimiento del
hongo en las cuatro placas con medio PDA (peso fresco de 3 a 6 g).
Pulverizar la muestra en un mortero con nitréogeno liquido.
Inmediatamente afiadir al mortero:

- 4 mL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1, pH 6,7 £ 0,2).
- 4 mL de tampén de extraccion (STE 2X - SDS 0,5 % - B-

mercaptoetanol 0,1 %).

- 0,1 mL de solucién acuosa de bentonita al 6 %.
Esperar a que se descongele la suspension y mezclarla bien.
Verter la suspension en un tubo de 12 mL de capacidad, enjuagar el
mortero con 2 mL del tampoén de extraccion que también se afiaden al
tubo; mantener los tubos en hielo.
Equilibrar los tubos de dos en dos y centrifugar a 7000 rpm durante 20
minutos a 4°C.
Pasar la fase acuosa superior otro tubo de 12 mL; mantener los tubos en
hielo.
Agregar 1,5 mL de etanol absoluto y enrasar a 10 mL con tampén de
extraccion (la solucion debe quedar ajustada a un 15% de etanol);
mantener los tubos en hielo.
Afadir a cada tubo 0,2 g de celulosa (Whatman CF-11) y agitar durante 2
minutos vigorosamente con ayuda de un vortex; mantener los tubos en
hielo.
Centrifugar a 3000 rpm durante 5 min a 4°C.
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11- Desechar el sobrenadante del tubo centrifugado y disolver la pastilla de
celulosa agregando 5 mL de STE 15.

12- Preparar otro tubo de 12 mL introduciéndole una jeringa de 2 mL sin el
émbolo, y dentro un pequefio trozo de algodén estéril empujandolo bien
hacia abajo; verter en la jeringa la pastilla de celulosa disuelta.

13- Centrifugar a 3000 rpm durante 3 min a 4°C y desechar el liquido eluido.
14- Para lavar los restos de ADN de la celulosa agregar a la jeringa 2 mL de
STE 15 y centrifugar como en el paso 13, desechar el liquido eluido.

15- Repetir el lavado otras 4 veces, la tltima vez solo agregando 1 mL de
STE 15.

16- Pasar la jeringa a otro tubo de 12 ml y agregar 0,4 mL de STE 1X.

17- Centrifugar a 3000 rpm durante 3 min a 4 °C.

18- Pasar los 0,4 mL de STE 1X a un tubo Eppendorf de 1,5 mL y afiadir 2,5
volimenes de etanol absoluto frio (1 mL).

19- Mantener a -20 °C al menos 1 hora.

20- Centrifugar a 13000 rpm durante 20 min a 4 °C.

21- Decantar el etanol rapidamente y marcar en el tubo Eppendorf donde esta
situada la pastilla.

22- Dejar secar al aire el Eppendorf para eliminar los restos de etanol (se
puede utilizar una estufa a 40 °C).

23- Disolver la pastilla en 10 uL. de TE.

24- Anadir 2 pL. de tampon de carga (Fermentas, Alemania) y cargar toda la
muestra en un gel de agarosa (agarosa D-1 Low EEO, Conda, Madrid,
Espafia) al 0,7 % con TBE 0,5X. Marcadores de peso molecular
utilizados: Lambda Mix Marker 19 con bandas de ADN desde 8,3 a 48,5
Kpb (Fermentas, Alemania) y una escalera de bandas de ADN desde 0,5
a 10,0 Kpb (Dominion MBL, Coérdoba, Espaiia).

Entre los aislados en los que se detectd una banda que podria tratarse de
un ARNdc se seleccionaron 20, incluidos los tres controles positivos, para
analizarlos nuevamente y confirmar la composicion de esta banda. Estos 20
aislados se sometieron a una segunda extraccion efectuando, en este caso, dos
lavados mas con STE 15 que lo indicado en el protocolo. El producto obtenido se
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analizo en gel de agarosa al 0,7 % con las mismas condiciones descritas
anteriormente.

Estos mismos aislados fueron expuestos a una tercera extraccion y, al
contrario que en el caso anterior, se efectuaron dos lavados menos con STE 15
que lo indicado en el protocolo, y el producto obtenido digerido con DNAsa.
Para la digestion, las pastillas de dos extracciones del mismo aislado se
resuspendieron con agua (Chromasolv Plus, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany) y se mezclaron como una unica muestra. Una mitad se utilizd para la
digestion y la otra como control sin digerir. Para la digestion se agregd a la
alicuota correspondiente 1 pL de una dilucién 1/50 de DNAsa libre de RNAsa
concentracion 114 u uL™ (Invitrogen, U.S.A.), y se ajusté a un volumen final de
20 pL con agua. Esta alicuota se incub6 a 25 °C durante 30 minutos. La alicuota
digerida y la control se analizaron en gel de agarosa al 0,7 % con las mismas
condiciones descritas anteriormente.

5.3- RESULTADOS

En ninguno de los 26 aislados de C. liriodendri y 56 de C.
macrodidymum espafioles analizados se detect6 presencia de ARNdc. Asimismo,
en los controles positivos de E. festucae y M. cannonballus, en todas las
extracciones efectuadas se extrajeron los ARNdc que estaban descritos para estos
aislados (Figura 5.1). Sin embargo, no fue posible detectar el ARNdc de 15,0
Kpb en el control positivo de C. liriodendri de Portugal (aislado Cy 15).

En la primera extraccion el 51 % de los 82 aislados espafioles evaluados,
incluidos de C. liriodendri (Cy 18, Cy 36, Cy 37, Cy 38, Cy 39, Cy 58, Cy 59,
Cy 67, Cy 69, Cy 72, Cy 87, Cy 89, Cy 90, Cy 93, Cy 94, Cy 97 y Cy 100) y C.
macrodidymum (Cy 1, Cy 2, Cy 9, Cy 14, Cy 15, Cy 16, 17, Cy 19, Cy 28, Cy
40,Cy 41,Cy 42,Cy 45,Cy 47,Cy 48,y 49, Cy 57, Cy 63, Cy 65, Cy 78, Cy 79,
Cy 83, Cy 101, Cy 103, Cy 104) y el control positivo de C. liriodendri de
Portugal (Cy 15) , presentaron una banda muy tenue con un tamafio en torno a los
15,0 a 18,0 Kpb.
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En la segunda extraccion efectuada con los 20 aislados seleccionados (Cy
Cy 18, Cy 36, Cy 37, Cy 38, Cy 58, Cy 67, Cy 87, Cyl, Cy 2, Cy 14, Cy 16, Cy
17, Cy 28, Cy 40, Cy 47, Cy 48, Cy 63, C. liriodendri Cy 15, E. festucae y M.
cannonballus), esta banda desaparecié en todos ellos y en el control positivo de
C. liriodendri; sin embargo, las bandas correspondientes a los ARNdc descritos
en E. festucae y M. cannonballus permanecieron intactas.

Figura 5.1. Productos obtenidos con el protocolo de extraccion de ARNdc;
carriles M;: marcador de peso molecular desde 0,5 a 10,0 Kpb; carriles M,:
marcador de peso molecular desde 8,3 a 48,5 Kpb; carril 1: control positivo de E.
festucae infectado por EfV1; carril 2: control positivo de M. cannonballus;
carriles 3 a 6: aislados de C. liriodendri Cy 21, Cy 23, Cy 64 y Cy 80; carriles 7
a 10: aislados de C. macrodidymum Cy 3, Cy 22, Cy 25 y Cy 29.

En la tercera extraccion efectuada con estos mismos aislados, la banda en
torno a 15 a 18 Kpb fue completamente digerida por la enzima DNAsa tanto en
los aislados espafioles como en el control positivo de C. liriodendri (Cyl5).
Asimismo, tanto en el control positivo de E. festucae como en el de M.
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cannonballus el producto extraido permaneci6 inalterado durante la digestion
(Figura 5.2).

15,0 Kpb —
10,0 Kpb —

6,0 Kpb —

4,0 Kpb —

2,0 Kpb —

Figura 5.2. Productos obtenidos con el protocolo de extraccion de ARNdc antes
y después de la digestion con la enzima DNAsa; carriles M;: marcador de peso
molecular desde 0,5 a 10,0 Kpb; carriles M,: marcador de peso molecular desde
8,3 a 48,5 Kpb; carril 1: control positivo de ARNdc de EfV1 extraido de E.
festucae sin digerir; carril 2: control positivo de ARNdc de EfV1 digerido; carril
3: control positivo de C. liriodendri Cy15 sin digerir; carril 4: control positivo de
C. liriodendri Cy15 digerido; carril 5: aislado de C. liriodendri Cy 38 sin digerir;
carril 6: aislado de C. liriodendri Cy 38 digerido.

5.4- DISCUSION

En este trabajo se efectud por primera vez un estudio relacionado con la
deteccion de la infeccion por micovirus en aislados espafioles de C. liriodendri y
C. macrodidymum de vid. Si bien existen antecedentes de que aislados de la
especie C. liriodendri pueden contener ARNdc (Nascimento et al., 2007), con el
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protocolo de extraccion utilizado, en ninguno de los aislados espafioles de esta
especie ni en los de C. macrodidymum fue posible detectar presencia de
micovirus.

Del mismo modo, en el control positivo de C. liriodendri (aislado Cy 15),
originario de la coleccion de aislados de vid de Portugal, tampoco fue posible
obtener el ARNdc de 15,0 Kpb caracterizado por Nascimento et al. (2007). Sin
embargo, con el mismo protocolo de extraccidbn, si se extrajeron
consistentemente los ARNdc descritos en los controles positivos de E. festucae y
M. cannonballus.

La banda con un tamafo en torno a los 15,0 a 18,0 Kpb, que en la
primera extraccidon se detect6 en el 51 % de los aislados y en el control positivo
de C. liriodendri, por su tamafio y baja nitidez podria tratarse de restos de ADN,
y no de ARNdc. En el gel de electroforesis de la segunda extraccion, donde se
efectuaron mas lavados para eliminar mas eficientemente el ADN de la celulosa,
esta banda desaparecid tanto en los aislados espafioles seleccionados como en el
control positivo de C. liriodendri; mientras que las bandas correspondientes a los
controles positivos de E. festucae y M. cannonballus permaneci6 intacta.
Asimismo, después de la tercera extraccion, donde se realizaron menos lavados
para favorecer la retencion de ARNdc en la celulosa, el producto extraido fue
digerido completamente por la enzima DNAsa tanto en los aislados espafioles
como en el control positivo de C. liriodendri. En estos aislados no se observé en
el gel de electroforesis la banda en torno a los 15,0 a 18,0 Kpb, mientras que si en
las alicuotas sin digerir. Asimismo, las bandas de ARNdc correspondientes a los
controles positivos de E. festucae y M. cannonballus no fueron afectadas por la
digestion.

Los resultados de estos dos analisis confirman que esta banda en torno a
15 a 18 Kpb estaba compuesta por restos de ADN que no fueron eluidos en los
sucesivos lavados con STE 15 durante el proceso de extraccion, y no por ARNdc.
De acuerdo con nuestros resultados, los 82 aislados de C. liriodendri y C.
macrodidymum de vid espafioles, al igual que el aislado Cy 15 de C. liriodendri
de vid de Portugal, no estan infectados con micovirus.
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Ann y Lee (2001), relacionaron los micovirus encontrados en aislados de
C. destructans obtenidos de gingseng con incrementos en la virulencia,
esporulacion y pigmentacion de este hongo. En el estudio de virulencia efectuado
con nuestros aislados de C. liriodendri y C. macrodidymum en el Capitulo
anterior, encontramos diferencias en la virulencia entre aislados de C.
macrodidymum, sin embargo éstas variaciones no pueden relacionarse con la
presencia de micovirus. Asimismo, nuestros aislados y, en general, los aislados
de estas dos especies suelen presentar importantes variaciones en su morfologia y
pigmentacion (Rego et al., 2001; Halleen et al., 2004; Petit y Gubler, 2005)
aunque, hasta la fecha, tampoco estas variaciones han podido ser asociadas a la
presencia de micovirus.

Como conclusion indicar que, con el protocolo de extraccion utilizado,
no se detectd presencia de ARNdc en los aislados espafioles de C. liriodendri y
C. macrodidymum de vid evaluados, ni en el control positivo de C. liriodendri
(aislado Cy 15) de la coleccion de aislados de vid de Portugal. Sin embargo, en
todas las oportunidades si se extrajeron consistentemente los ARNdc de los otros
dos controles positivos utilizados, E. festucae y M. cannonballus.
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6- CONTROL IN VITRO DE Cylindrocarpon liriodendri y C.
macrodidymum.

6.1- ANTECEDENTES

Hasta la fecha, las medidas que se recomiendan para el control del pie
negro se basan en practicas culturales para evitar el desarrollo de la enfermedad.
Estas practicas consisten en la utilizacion de material vegetal sano y, en prevenir
o corregir las condiciones que puedan causar estrés en las plantas, tanto en los
viveros como en las plantaciones definitivas (Halleen et al., 2006). Asimismo, a
nivel experimental se estan evaluando diferentes alternativas que se muestran
muy interesantes y que podrian integrarse a las anteriores dentro de un programa
de manejo integrado.

Una de estas alternativas es la utilizacion de fungicidas. En ensayos
efectuados en Portugal se encontrd que los fungicidas benomilo, tebuconazol y la
combinacién de carbendazima + flusilazol y cyprodinil + fludioxonil mejoraron
el desarrollo de plantas de vid y disminuyeron la incidencia de C. liriodendri
(Rego et al., 2006). En otro estudio realizado en Sudafrica, fueron los fungicidas
benomilo e imazalil los que lograron reducir la incidencia de plantas afectadas
por C. liriodendri y C. macrodidymum (Halleen et al., 2007). Aunque, en este
caso, los resultados obtenidos en diferentes afios de experimentacion fueron poco
consistentes.

La termoterapia con agua caliente es otra alternativa que también esta
siendo evaluada, en este caso para sanear material vegetal en los viveros.
Ensayos conducidos en Sudafrica por Halleen et al. (2007) en condiciones
semicomerciales, indicaron que la inmersion de barbados de portainjertos en
estado latente en agua caliente a 50°C durante 30 minutos, parece ser suficiente
para eliminar las dos especies de Cylindrocarpon del material vegetal.

Actualmente, en Espafia no se dispone de informacion acerca del

comportamiento de los fungicidas disponibles o de tratamientos con agua caliente
en el control de los hongos que causan el pie negro. Por tal motivo, en este
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Capitulo se pretende evaluar la eficacia in vitro de la aplicacion de materias
activas fungicidas y de la utilizacion de tratamientos con agua caliente en el
control de aislados espaiioles de C. liriodendri y C. macrodidymum.

6.2- MATERIALES Y METODOS

6.2.1- Aislados flngicos

Para efectuar los experimentos de este apartado se utilizaron dos aislados
de C. liriodendri y dos de C. macrodidymum. Estos se seleccionaron de la
coleccion de aislados de Cylindrocarpon descrita en el Capitulo 3 (Tabla 3.1).
Los dos aislados de C. liriodendri utilizados fueron Cy 59 y Cy 88, procedentes
de las provincias de Albacete y Valencia respectivamente, y los dos de C.
macrodidymum Cy 14 y Cy 63, de las provincias de Burgos y Ciudad Real.
Todos los aislados se sembraron en medio PDA y se hicieron crecer durante 10
dias en estufa a 25 °C y 12 horas de fotoperiodo con luz ultravioleta cercana
(Philips TDL18W/08) mas iluminacion fluorescente (Philips TDL18W/33).

6.2.2- Ensayos con fungicidas

El efecto de los fungicidas sobre los aislados de C. liriodendri y C.
macrodidymum seleccionados, fue evaluado mediante las técnicas de
germinacion de conidios en medio liquido y crecimiento miceliar en medio de
cultivo.

Fungicidas

Las materias activas fungicidas ensayadas fueron 14, las cuales se
seleccionaron de manera que estuvieran representados diferentes grupos
quimicos, incluyendo aquéllas actualmente autorizadas para el control de
enfermedades de la madera de la vid en Espafia (cubiet, quinosol y tebuconazol).
En ambos métodos todos los fungicidas fueron evaluados con las siguientes
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concentraciones: 0,1, 1, 10 y 100 mg de materia activa L™ (ppm). La descripcion
de estos fungicidas se muestra en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1: Principales caracteristicas de las materias activas fungicidas utilizadas
en los ensayos de germinacion de conidios y crecimiento miceliar de C.
liriodendri y C. macrodidymum.

Materia Grupo Producto  Riqueza
activa quimico” comercial (%) Formulacién®

Azoxystrobin Metoxiacrilatos Ortiva 25 SC
Captan Ftalamidas Captan 50 50 WP
Carbendazima Benzimidazoles Quimuzin 50 SC
Cubiet Compuestos Cupricos Talo-Sint 50 LS
Didecildimetil cloruro

amonico Amonio cuaternario Sporekill 12 LS
Flusilazol Triazoles Olymp 10 EW
Imazalil Imidazoles Fecundal 7,5 LS
Iprodiona Dicarboximidas Parmex 50 WP
Metiltiofanato Tiofanatos Pelt 45 SC
Quinosol Quinolinas Beltanol-L 50 SC
Oxicloruro de cobre Compuestos Cupricos Curenox 50 50 WP
Procloraz Imidazoles Sporgon 46 WP
Tebuconazol Triazoles Folicur 25 WG
Tiram Ditiocarbamato Pormasol F 80 WP

Y Segin F.R.A.C (Fungicide Resistance Action Committee), (2007).
?SC: suspension concentrada, WP: polvo mojable, EW: emulsion de aceite en agua, WG: granulado dispersable,
LS: liquido soluble.

Efecto sobre la germinacién de conidios

En primer lugar, se prepararon suspensiones de conidios con cada uno de
los cuatro aislados. Para ello, a cada placa se le agregd 10 mL de agua destilada
estéril raspando mecanicamente la superficie con la ayuda de una espatula. La
mezcla de agua con conidios se filtr6 a través de una malla y se diluyd con agua
destilada estéril. Las suspensiones madres de conidios, obtenidas con cada
aislado, se ajustaron a una concentracion de 5,0 x 10° conidios mL™ con la ayuda
de un hematocitometro. Una vez ajustadas, se prepararon matraces con 50 mL de
las mismas, toxificados con cada una de las concentraciones de la materia activa
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fungicida a evaluar. Como testigo, se prepard otro matraz con 50 mL de
suspension de conidios sin fungicida.

A continuacion, se colocaron cuatro gotas de 50 JUL procedentes de cada
matraz, incluido el testigo, en dos portaobjetos (dos gotas por portaobjeto).
Inmediatamente, éstos se colocaron en recipientes de plastico herméticos con un
papel humedecido en su interior para favorecer el contenido de humedad y evitar
el secado de las gotas. Las camaras hlimedas se introdujeron en una estufa a 25°C
y en oscuridad durante 24 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedio a realizar las lecturas
de germinacion de conidios para cada aislado, fungicida y concentracion
ensayada. Para ello, se cubrieron las gotas con un cubreobjetos e inmediatamente
se realizo el conteo de 100 conidios por cada gota utilizando un microscopio
optico a 400 x de amplificacion, registrando aquellos que estaban germinados.
Un conidio se consideraba como germinado cuando el tubo germinativo superaba
el largo del mismo. El porcentaje de germinacion respecto al control fue
calculado para cada una de las repeticiones como: 100(x/y) donde x = valor
medio de las cuatro lecturas por cada aislado, materia activa y concentracion
evaluada, e y = valor medio de las cuatro lecturas del tratamiento control. El
experimento se repitioé dos veces.

Efecto sobre el crecimiento miceliar

El efecto de los fungicidas sobre el crecimiento miceliar se evalud en
medio de cultivo PDA, por lo cual las diferentes dosis de materia activa fueron
incorporadas al medio de cultivo en el momento de su preparacion. De la zona
media de las colonias crecidas en PDA, se cortaron discos de agar con micelio de
4 mm de diametro. A partir de cada aislado se sembraron cuatro discos en el
centro de cuatro placas (un disco por placa), que contenian cada una de las
concentraciones de la materia activa a evaluar. Como testigo se hicieron crecer
cuatro discos en medio PDA sin fungicida. Las placas sembradas se introdujeron
en una estufa a 25°C y en oscuridad durante diez dias.
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Transcurrido el tiempo de incubacion se procedio6 a la evaluacidon, para lo
cual se registraron dos diametros perpendiculares por cada placa. Con estos datos
se calculo el ratio de crecimiento diario de cada aislado, materia activa y
concentracion en mm dia”. Posteriormente, se estimé el porcentaje de
crecimiento diario respecto al control, que fue calculado como: 100(x/y) donde x
= valor medio de las cuatro placas sembradas por cada aislado, materia activa y
concentracion, e y = valor medio de las cuatro placas control. El experimento se
repitid dos veces.

Analisis de los resultados

Para poder comparar la efectividad de los fungicidas, se calculd la
concentracién efectiva 50 (CE 50) con aquellas materias activas que dieron
respuesta inhibiendo la germinacion de los conidios y/o el crecimiento miceliar.
A cada dato de germinacion o crecimiento miceliar de cada combinacion aislado,
materia activa y concentracion, se le aplicd la transformacion Probit; mientras
que a las concentraciones ensayadas (0,1, 1, 10 y 100 ppm) se les aplicé la
transformacion logaritmo decimal. Con estos datos se obtuvieron rectas de
regresion lineal con su ecuacion correspondiente y valor de R%. A partir de estas
ecuaciones se calculdo la CE 50 como aquel valor de la concentracion de la
materia activa fungicida que causa el 50 % en la inhibicion de la germinacion de
los conidios o crecimiento miceliar.

6.2.3- Ensayos de tratamientos con agua caliente

Al igual que en el caso de fungicidas, el efecto de tratamientos con agua
caliente sobre los aislados de C. liriodendri y C. macrodidymum seleccionados,
fue evaluado mediante las técnicas de germinacion de conidios y crecimiento
miceliar en medio sélido.

Efecto sobre la germinacién de conidios

En primer lugar, se prepararon suspensiones de conidios con cada una de
los cuatro aislados de manera similar a lo indicado en los ensayos con fungicidas,
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ajustdndose, en este caso, a una concentracion de 1,0 x 10° conidios mL™.
Inmediatamente, de cada suspension se pipeteé 1 mL a cada uno de cuatro tubos
eppendorf de 1,5 mL (cuatro tubos por cada combinacion de temperatura y
tiempo). Los tubos se colocaron en un bafio de agua caliente (PSELECTA
Uniotronic 3200R, error estindar £ 0,1 °C, Barcelona, Espafia) y fueron
mantenidos en agitacion a cada una de las siguientes combinaciones de
temperatura y tiempo: 41, 42, 43, 44, 45 y 46 °C durante 30, 45 o 60 minutos.
Cada combinacion de temperatura y tiempo fue ensayada separadamente.

Después del tratamiento con agua caliente, los tubos se sumergieron en
agua a temperatura ambiente durante un minuto para provocar una bajada rapida
de la temperatura. Inmediatamente, de cada tubo se pipete6 0,2 mL a dos placas
con medio agar agua (AA) dispersando la gota con movimientos suaves. Las
placas fueron incubadas a 25 °C en oscuridad durante 24 horas. Como
tratamiento control se utilizo la suspension de conidios sin tratar, para lo cual
también se pipeted 0,2 mL de la suspension a cuatro placas de AA
manteniéndose en las mismas condiciones.

Transcurrido el tiempo de incubacion se determiné la viabilidad de los
conidios, para lo cual se contabilizaron 200 conidios en cada placa registrando
aquéllos que estaban germinados. Un conidio se consideraba germinado cuando
el tubo germinativo superaba el largo del mismo. El porcentaje de germinacion
respecto al control fue calculado para cada una de las cuatro repeticiones como:
100(x/y) donde x = valor medio de las dos placas sembradas por cada tubo, e y =
valor medio de las cuatro placas control. El experimento se repitié dos veces.

Efecto sobre el crecimiento miceliar

A partir de la zona media de colonias crecidas en PDA de cada aislado,
se cortaron discos de agar con micelio de 4 mm de didmetro. Dos de estos discos
se colocaron dentro de cada uno de cuatro tubos eppendorf que contenian 1,5 mL
de agua destilada estéril (cuatro tubos por cada combinaciéon de temperatura y
tiempo). En este caso, las temperaturas evaluadas fueron 43, 44, 45, 46, 47 y 48
°C durante 30, 45 o 60 minutos. Cada combinacion de temperatura y tiempo fue
ensayada separadamente.
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Después del tratamiento y posterior bajada de la temperatura con agua a
temperatura ambiente, los discos de agar se retiraron de los tubos y se colocaron
sobre papel de filtro estéril durante unos minutos para favorecer su secado. Cada
disco se depositd luego en el centro de una placa con medio MEAS y se
incubaron a 25 °C en oscuridad. Como tratamiento control se utilizaron cuatro
discos de micelio sin tratar, los cuales se sembraron de igual forma que los
tratados, en medio MEAS, e incubandose en las mismas condiciones. Tras un
periodo de cuatro a seis dias se midieron dos diametros perpendiculares por cada
colonia. El porcentaje de crecimiento miceliar respecto al control fue calculado
para cada una de las cuatro repeticiones como: 100(x/y) donde x = valor medio
de las dos placas sembradas por cada tubo, e y = valor medio de las cuatro placas
control. El experimento se repitioé dos veces.

Andlisis estadistico

Para analizar los resultados se efectuaron andlisis de regresion lineal
multiple para cada aislado. Los datos de porcentaje de germinacion de conidios
respecto al control y porcentaje de crecimiento miceliar respecto al control,
fueron previamente transformados como arcoseno de (Y/100)"* donde Y =
germinacion de conidios respecto al control o porcentaje de crecimiento miceliar
respecto al control. Las wvariables incluidas fueron experimento, que fue
considerada de tipo cualitativo, y temperatura y tiempo como variables de tipo
cuantitativo. En el analisis se utilizo el procedimiento de seleccion hacia atras o
“stepwise” de seleccion de variables. Para estimar el nivel de significacion de las
constantes y las pendientes se utilizd la prueba t de Student con un nivel de
significacion a = 0,05, o a = 0,01; mientras que para el modelo se utiliz6 la
prueba F de Fisher con un nivel de significacion o = 0,05. Los andlisis se
efectuaron mediante el programa Statgraphics Plus 5.1 (Manugistics Inc.,
Rockville, MD, USA).

6.3- RESULTADOS

6.3.1- Ensayos con fungicidas
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Los resultados de los valores de CE 50 para cada combinacion de
fungicida y concentracion frente a los aislados de C. liriodendri y C.
macrodidymum, se muestran en la Tabla 6.2. Los fungicidas evaluados
presentaron una respuesta variable segun el método de evaluacion o el aislado
utilizado.

En el ensayo de germinacion de conidios, las materias activas captan y
didecildimetil cloruro aménico fueron las que lograron la mayor inhibicién, con
valores de CE 50 inferiores a 1 ppm (de 0,38 a 0,82) (Figura 6.1). Oxicloruro de
cobre, cubiet y tiram fueron las que le siguieron en eficacia, con valores en
general comprendidos entre 1 y 50 ppm (de 0,63 a 35,23 ppm). Otras materias
activas como azoxystrobin, carbendazima, imazalil e iprodiona mostraron
resultados mas erraticos, en algunos aislados fueron efectivas para la inhibicion
de la germinacion de conidios, pero no en otros. El resto de las materias activas,
quinosol, tebuconazol, procloraz y metiltiofanato, no presentaron ninguna
respuesta con ninguno de los aislados evaluados; los valores de CE 50 estuvieron
siempre por encima de 100 ppm.

Los fungicidas que manifestaron un buen comportamiento en la
inhibicion de la germinacion de conidios, en general, no lograron reducir el
crecimiento miceliar. Con este otro método de evaluacion, las materias activas
que alcanzaron buenas respuestas con valores de CE 50 en torno a 1 ppm fueron
carbendazima, procloraz, imazalil y quinosol con valores comprendidos entre
0,12 y 2,94 ppm (Figura 6.2). Flusilazol, metiltiofanato y tebuconazol también
mostraron buen comportamiento, aunque estos fungicidas fueron mas efectivos
con los aislados de la especie C. macrodidymum que con los de C. liriodendri; en
los primeros con valores entorno a 1 ppm, mientras que en los segundos
alrededor de 50 ppm. Otras materias activas como azoxystrobin, iprodiona y
tiram lograron inhibir el crecimiento miceliar de los aislados de C.
macrodidymum, pero no los de C. liriodendri; mientras que con didecildimetil
cloruro aménico ocurrié lo contrario. Finalmente captan, oxicloruro de cobre y
cubiet no tuvieron ningin efecto con ninguno de los aislados evaluados; los
valores de CE 50 superaron las 100 ppm.
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d ~ o0 e . £
Figura 6.1. Aspecto de los conidios del aislado Cy 88 de C. liriodendri después
de 24 horas mantenidos en solucion con el fungicida captan; a) sin fungicida, b)

-

0,1 ppm, ¢) 1 ppm, d) 10 ppm, ) 100 ppm.

Figura 6.2. Aspecto de las colonias del aislado Cy 14 de C. macrodidymum
después de diez dias de crecimiento en medio PDA con el fungicida

carbendazima; a) sin fungicida, b) 0,1 ppm, ¢) 1 ppm, d) 10 ppm, ¢) 100 ppm.
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6.3.2- Ensayos de tratamientos con agua caliente

En las Figura 6.3 y 6.4 estan representados los valores del efecto del
tratamiento con agua caliente sobre la germinacién de conidios y el crecimiento
miceliar, obtenidos con cada combinacion de temperatura y tiempo ensayada, en
los aislados de C. liriodendri y C. macrodidymum estudiados. Asimismo, en la
Tabla 6.3 se muestran los resultados de las regresiones lineales multiples
efectuadas para cada aislado.

80 80

. £330 min Cy 59| .| Cy 88
8 45 min

60 1 £ 60 min 60 1

50 50

40 +

44 45 46

80

" Cy 63

60

50

Germinacion de conidios (%)
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0 T T T
43 44 45 46 41 42 43 44 45 46

Temperatura (°C)

Figura 6.3. Porcentaje de germinacion de conidios respecto al control de C.
liriodendri (aislados Cy 59 y Cy 88) y C. macrodidymum (aislados Cy 14 y Cy
63) tras el tratamiento con agua caliente a las temperaturas de 41, 42, 43, 44,45 y
46 °C durante 30, 45 o 60 minutos. Las barras verticales corresponden al error
estandar de las medias.
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Los andlisis de regresion indicaron que tanto en la germinacion de
conidios como en el crecimiento miceliar, los datos entre los dos experimentos
no presentaban diferencias estadisticas significativas (P > 0,05), por lo tanto
fueron analizados conjuntamente.

Cy 88

]

TR

44 48

Cy 63

Crecimiento miceliar (%)

b

e

S

R

43 44 48

Temperatura (°C)

Figura 6.4. Porcentaje de crecimiento miceliar respecto al control de C.
liriodendri (aislados Cy 59 y Cy 88) y C. macrodidymum (aislados Cy 14 y Cy
63) tras el tratamiento con agua caliente a las temperaturas de 43, 44, 45, 46,47 y
48 °C durante 30, 45 o 60 minutos. Las barras verticales corresponden al error
estandar de las medias.

En el caso de la germinacién de conidios, en general, ésta fue
disminuyendo a medida que fue incrementandose la temperatura y el tiempo de
tratamiento; siendo inhibida completamente a partir de 45 °C en los dos aislados
de C. liriodendri, y a partir de 46 °C en los dos aislados de C. macrodidymum
independientemente del tiempo de tratamiento (Figura 6.3).

118



..................................................................................................................... Control in vitro

Los datos transformados de porcentaje de germinacion de conidios
respecto al control, obtenidos de las diferentes combinaciones de temperatura y
tiempo, se ajustaron de forma significativa (P < 0,000) a polinomios de primer
orden. Los valores de R* se ubicaron en torno al 0,90 en los cuatro aislados. Las
constantes y las pendientes de las dos variables estudiadas, temperatura y tiempo,
y la interaccion de ambas (temperatura x tiempo), fueron altamente significativas
(P < 0,01). Excepto en el caso de la interaccion temperatura x tiempo, las
pendientes fueron siempre negativas (Tabla 6.3).

Tabla 6.3. Ecuaciones de regresion lineal multiple obtenidas entre los valores de
germinacion de conidios y crecimiento miceliar transformados como arcoseno de
(Y/100)"?, y las variables temperatura y tiempo para cada aislado de C.
liriodendri y C. macrodidymum estudiado.

Parametros de la regresion® P-Value?
b, b, b, by R?  del modelo
Germinacién de conidios
C. liriodendri
Cy59 673,958**  -14,9485%*  -8,39219**  (0,184723** 0,90 0,0000
Cy88 541,681%*  -12,0225%*  -6,14843**  0,135475%* 0,93 0,0000
C. macrodidymum
Cyl4 749,172%*%  -16,0215%* -7,7286*%*  0,161273** 0,89 0,0000
Cy63 735,299**  -16,0717**  -7,30348**  0,151703** 0,91 0,0000
Crecimiento miceliar
C. liriodendri
Cy59 630,73%* -13,1061** ns ns 0,73 0,0000
Cy88 667,173**%  -13,5626**  -0,37070** ns 0,77 0,0000
C. macrodidymum
Cyl4 603,582**  -12,2344**  -(0,30904** ns 0,81 0,0000
Cy63 609,999**  -12,3726*%*  -0,42595%* ns 0,77 0,0000

*y = b, + bj«temperatura + b,«tiempo + bs«temperatura x tiempo (y = germinacion de conidios o crecimiento
miceliar transformados en arcoseno de (Y/100) %)

? Prueba F de Fisher (o = 0,05).

* (00=10,05); ** (. =10,01); ns = no significativo (a = 0,05) prueba t de Student.

Del mismo modo, también con el método de evaluacion de crecimiento
miceliar, el aumento de la temperatura y del tiempo de exposicion causd, en
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general, una disminucion en el desarrollo del micelio en todos los aislados
evaluados. El  crecimiento  miceliar fue inhibido completamente
aproximadamente a partir de los 48 °C aplicados durante 60 minutos, con
excepcion del aislado Cy 88 de C. liriodendri donde a los 47 °C,
independientemente de la temperatura de exposicion, ya no hubo crecimiento
miceliar (Figura 6.4).

Con este otro método, los datos transformados obtenidos de las diferentes
combinaciones de temperatura y tiempo, también se ajustaron significativamente
(P < 0,000) a polinomios de primer orden. Los valores de R* fueron menores
comparados con la germinacion de conidios, con valores comprendidos entre
0,73 y 0,81. Con excepcion de la pendiente asociada a la variable tiempo para el
aislado Cy 59, todas las constantes y las pendientes de las variables temperatura y
tiempo fueron significativas (P < 0,01). A su vez, en el estudio de crecimiento
miceliar, en ninguno de los aislados estudiados la interaccion temperatura x
tiempo fue significativa (P > 0,05). Los valores de las pendientes fueron siempre
negativos (Tabla 6.3).

6.4- DISCUSION

En estudios anteriores (Rego et al., 2006; Halleen et al., 2007) y en el
presente trabajo, se ha demostrado el potencial que tienen tanto la utilizacion de
fungicidas como los tratamientos con agua caliente para controlar de manera
eficaz a los patogenos C. liriodendri y C. macrodidymum.

En nuestros ensayos, la respuesta de estas dos especies frente a los
diferentes fungicidas ensayados fue variable dependiendo del método de
evaluacion utilizado. En general, las materias activas que lograron inhibir la
germinacion de los conidios, no fueron eficaces en la reduccion del crecimiento
miceliar y viceversa. Rego et al. (2006), en sus ensayos de evaluacion in vitro de
fungicidas para al control de C. liriodendri, también obtuvieron este tipo de
respuesta con estos dos métodos de evaluacion.
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Los fungicidas captan, didecildimetil cloruro aménico, cubiet, oxicloruro
de cobre y tiram inhibieron la germinacién de los conidios de ambas especie a
niveles muy satisfactorios. Captan y didecildimetil cloruro amoénico fueron
evaluados en Sudafrica mediante inmersion de varetas de portainjertos en agua
toxificada con estos productos. En estos experimentos, ambas materias activas
lograron disminuir significativamente la incidencia de hongos en madera en
planta joven (Fourie y Halleen, 2006). Por su buen comportamiento en medio
liquido, estos fungicidas podrian ser utilizados en los viveros para prevenir las
infecciones causadas por Cylindrocarpon spp. cuando las varetas de los
portainjertos se sumergen en las balsas de amerado previo al injerto.

En el caso del efecto sobre el crecimiento miceliar, los fungicidas que
mostraron un buen efecto fueron carbendazima, procloraz, imazalil y quinosol, y
en menor medida flusilazol, metiltiofanato y tebuconazol. Utilizando este mismo
método, Rego et al. (2006) evaluaron las materias activas procloraz, tebuconazol
y la combinacion de carbendazima + flusilazol para el control de C. liriodendri,
obteniendo respuestas similares a las de nuestros ensayos. En otro trabajo
realizado por Halleen et al. (2007), estos autores evaluaron los fungicidas
imazalil, procloraz y flusilazol para el control de C. liriodendri y C.
macrodidymum, obteniendo también buenos resultados.

En nuestro estudio, los fungicidas cupricos alcanzaron un buen
comportamiento en las evaluaciones de germinacion de conidios en medio
liquido, pero no en las de crecimiento miceliar en medio s6lido. La falta de
eficacia de estos productos con la segunda técnica de evaluacion, puede deberse a
las caracteristicas del modo de accién de los fungicidas cipricos. Los iones Cu*"
son liberados y se acumulan alrededor de las estructuras del hongo impidiendo su
desarrollo y causando su muerte (Martin, 1969; Miller, 1969). La utilizacion de
un medio sélido como el método de crecimiento miceliar en placa, podria estar
impidiendo la adecuada liberacion y flujo de estos iones hacia las estructuras del
hongo depositadas en la superficie, e interfiriendo asi en su accion fungicida.

De todos los fungicidas evaluados, s6lo las materias activas cubiet,

quinosol y tebuconazol estan actualmente autorizadas para el control de hongos
de madera de la vid en Espafia. En cuanto al didecildimetil cloruro amonico, esta
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materia activa no se encuentra registrada para uso como fungicida en nuestro
pais. En Sudafrica, este producto estd autorizado para el control de hongos en
diferentes cultivos. En el caso de la vid, para controlar los hongos que causan
decaimiento, como Phaeomoniella chlamydospora y Phaeoacremonium spp.,
mediante bafios del material vegetal en los viveros. También se recomienda para
la desinfectacion general del equipamiento e instalaciones utilizadas en la
propagacion de las plantas de este cultivo.

En cuanto a la evaluacion de tratamientos con agua caliente, en general,
la germinacién de los conidios y el crecimiento miceliar decrecieron con el
aumento de la temperatura y el tiempo de exposicion en todos los aislados
evaluados de C. liriodendri y C. macrodidymum. Asimismo, la germinacion de
los conidios fue mas sensible a las mismas temperaturas y tiempos en
comparacion con el crecimiento miceliar. Mientras que para inhibir
completamente la germinacion de conidios fueron suficientes tratamientos a
46 °C, para detener el desarrollo miceliar se requirieron tratamientos de, al
menos, 48 °C durante 60 minutos.

Los ensayos efectuados por Halleen et al. (2007) en viveros de Sudafrica,
mostraron que la inmersion de barbados de portainjertos en estado latente en
agua caliente a 50 °C durante 30 minutos, fue suficiente para controlar de manera
eficaz a C. liriodendri y C. macrodidymum del material vegetal. Antes del
tratamiento, las raices y el cuello de las plantas se encontraban infectadas con
estos hongos, mientras que no fue posible aislarlos después del mismo. Ademas,
la exposicion de los portainjertos a esta temperatura no causé ningun tipo de
dafio fisiologico en las plantas. Los resultados de nuestro trabajo confirman que
el tratamiento de 50 °C durante 30 minutos es suficiente para controlar las dos
especies de Cylindrocarpon que causan el pie negro. No obstante, es fundamental
que el tratamiento por termoterapia con agua caliente también sea capaz de
controlar a otros hongos patdgenos de madera de planta joven. En este sentido,
en los estudios efectuados con Phaeomoniella chlamydospora vy
Phaeoacremonium spp., se ha demostrado que para controlar de manera eficaz a
estos hongos se requieren, en general, temperaturas mas elevadas, de hasta 53- 54
°C (Whiting et al., 2001; Crous et al., 2001; Laukart et al., 2001; Fourie y
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Halleen 2004b; Waite and May, 2005; Armengol et al., 2007; Gramaje et al.,
2008).

Como resumen, en este Capitulo se evalud la eficacia in vitro de dos
medidas para el control de los patégenos que causan el pie negro, el uso de
materias activas fungicidas y de tratamientos con agua caliente. Con ambos
métodos fue posible inhibir satisfactoriamente la germinacion de los conidios y el
desarrollo miceliar de aislados de C. liriodendri y C. macrodidymum. La
informacién obtenida en este Capitulo es de interés para futuros ensayos con
material vegetal. En este sentido, la aplicacion de fungicidas y de termoterapia
con agua caliente, se podrian complementar a las medidas culturales ya existentes
dentro de un programa de manejo integrado que permita combatir
Cylindrocarpon spp. de manera mas eficaz en los viveros.
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7- DISCUSION GENERAL

Mediante estudios moleculares y fenotipicos, se han caracterizado un
total de 82 aislados de Cylindrocarpon obtenidos de plantas de vid con sintomas
de decaimiento procedentes de viveros y de vifiedos jovenes en Espafia. A partir
de estas investigaciones se han identificado las dos especies causantes del pie
negro de la vid: C. liriodendri y C. macrodidymum. Estas mismas especies han
sido citadas en otras regiones del mundo, como Sudafrica o California, asociadas
a esta enfermedad (Halleen et al., 2004 y 2006b; Petit y Gubler, 2005 y 2007).

En la region BT1 del gen de la B-tubulina de los aislados de C.
macrodidymum, existe una insercion de 52 pares de bases que es considerada un
marcador especifico de esta especie (Petit y Gubler, 2005). Esta insercion se
encontrd en 56 de nuestros aislados, mientras que el resto de los aislados, 26 en
total, fueron identificados como C. liriodendri. A su vez, en los estudios
filogéneticos de las regiones BT1 del gen de la B-tubulina e ITS del ADN
ribosomico, los aislados espafioles se agruparon en dos clados consistentes que se
correspondieron con estas dos especies.

En esta Tesis y en otros trabajos (Rego et al., 2001; Halleen et al., 2004 y
Petit y Gubler, 2005) los resultados fenotipicos fueron muy variables, sin
embargo esta variabilidad no permitié establecer una concordancia entre estos
resultados y la descripcion de las especies. Algunos investigadores aseguran que
determinadas caracteristicas como el tamafio de macroconidios (Halleen et al.,
2004) o el color del anverso de las colonias crecidas en medio MEA 2 % (Petit y
Gubler, 2005) permiten diferenciar C. liriodendri de C. macodidymum. Sin
embargo, en la practica, resultan poco resolutivas.

En este trabajo, las variables fenotipicas fueron analizadas mediante un
analisis estadistico factorial multivariante, que separ6 a los aislados espanoles en
dos grupos bien diferenciados, de 26 y 56 aislados cada uno, que se
correspondieron con las especies C. liriodendri y C. macrodidymum
respectivamente. De acuerdo con este analisis, las dos especies pueden
diferenciarse fenotipicamente dentro de una coleccion de aislados porque C.
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liriodendri produce mas conidios, crece mas rapido a las temperaturas de 5 y
10 °C y presenta macroconidios de menor longitud y anchura que C.
macrodidymum. A pesar de la predominancia de C. macrodidymum frente a C.
liriodendri en nuestra coleccion, en general, ambas especies se encontraron
presentes en las diferentes regiones espafiolas estudiadas.

En cuanto a la reproduccion sexual, los teleomorfos Neonectria
liriodendri (teleomorfo de C. liriodendri) y N. macrodidyma (teleomorfo de C.
macrodidymum) se generaron en las dos especies y condiciones heterotalicas,
coincidiendo con lo expuesto por Halleen et al. (2004 y 2006b). En ambos
patogenos los peritecios eran de color rojo, se desarrollaron solos o agrupados y
presentaban ascosporas viables en su interior en concordancia también con la
descripcién efectuada por estos investigadores.

La patogenicidad de C. liriodendri y C. macrodidymum a vid, se
confirmé inoculando aislados representativos de ambas especies en barbados del
portainjerto cultivar R 110. En las plantas inoculadas se observd menor
desarrollo de la parte aérea, hojas clordticas y necroticas, y necrosis en las raices
con reduccion de la masa radicular. Estos sintomas se tradujeron en una
disminucion en el peso seco de la raiz y, en algunos casos, en el peso seco de la
parte aérea. Estos resultados coinciden con lo obtenido en trabajos anteriores
efectuados por Rego et al. (2001), Halleen et al. (2004) y Petit y Gubler (2005).

La técnica de analisis “Inter-Simple Sequence Repeat” (ISSR) se utilizd
para analizar la diversidad genética en C. liriodendri y C. macrodidymum,
resultando muy util. El dendrograma obtenido con el analisis de agrupamiento de
las bandas generadas con los cebadores ISSR (GT);, (CCA)s, (CGA)s y (TCG)s,
fue robusto y estuvo de acuerdo con la identidad de C. liriodendri y C.
macrodidymum.

Dentro de la especie C. liriodendri se definieron dos grupos ISSR,
ubicandose en uno de ellos todos los aislados de la especie (G1) con excepcion
del aislado Cy 67 que correspondio al segundo grupo (G2). A su vez, la similitud
entre ambos grupos fue muy baja. En el Capitulo 3, el aislado Cy 67 quedd
incluido dentro del clado de C. liriodendri en la filogenia efectuada con las
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secuencias de la region BT1 del gen de la B-tubulina, pero un poco més separado
en la efectuada con secuencias de la region ITS. En este trabajo, donde se ha
efectuado un analisis de “fingerprinting” del ADN, se separd claramente del
resto. Estos resultados sugieren que es necesario efectuar nuevas investigaciones,
para clarificar su identidad ya que podria tratarse de una nueva especie. Por otro
lado, dentro de la especie C. macrodidymum los aislados se ubicaron en cinco
grupos ISSR diferentes (G3 a G7), indicando una destacada diversidad genética
en esta especie que no habia sido detectada ni en estudios filogenéticos previos
(Halleen et al., 2004; Petit y Gubler, 2005), ni en los efectuados en el Capitulo 3
de esta Tesis.

Los ensayos de patogenicidad efectuados con aislados seleccionados de
los grupos ISSR de ambas especies en plantulas de semillas obtenidas del cultivar
Tempranillo, permitieron comparar la virulencia de un nimero elevado de
aislados en un periodo de tiempo muy corto. Los resultados de estos ensayos
indicaron que también hay diversidad en virulencia en C. macrodiymum. Los
aislados de los grupos ISSR G6 y G7 de C. macrodidymum resultaron ser mas
virulentos que el resto de aislados de esta especie o de C. liriodendri. En ensayos
previos (Halleen et al., 2004; Petit y Gubler, 2005), no se habian detectado
diferencias en virulencia en esta especie, posiblemente por el bajo numero de
aislados evaluados; y en el efectuado el Capitulo 3 de esta Tesis, no quedo
incluido ninguno de los aislados de los grupos ISSR G6 o G7. Futuros ensayos de
patogenicidad seran necesarios para clarificar si cualquier aislado que pudiese
incluirse en uno de estos dos grupos ISSR, G6 o G7, sera también més virulento
que el resto de aislados de esta especie o de C. liriodendri.

Con el objetivo de determinar la posible presencia de micovirus en los
aislados espafioles de C. liriodendri y C. macrodidymum, se efectiio un estudio
de deteccion de ARN de doble cadena (ARNdc) en todos los aislados de ambos
patogenos. Los ARNdc encontrados por Ann y Lee (2001) en aislados de C.
destructans, el hongo causante de la podredumbre de raiz en ginseng, se
relacionaron con incrementos en la virulencia, esporulacion y pigmentacion de
este hongo. Dentro de la especie C. liriodendri también se detectaron ARNdc en
aislados obtenidos de vid en Portugal (Nascimento et al., 2007).
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Sin embargo, con el método de extraccion utilizado, que se basa en
cromatografia en celulosa (Valverde et al., 1990), no se encontr6 ARNdc en
ninguno de los aislados espafioles de C. liriodendri ni de C. macrodidymum
analizados, y si en los controles positivos: Epichloé festucae (Romo et al., 2007)
y Monosporascus cannonballus. Asimismo, tampoco se detecté el ARNdc de
15,0 Kpb en el control positivo de C. liriodendri originario de Portugal
caracterizado por Nascimento et al. (2007). Esto indica que tanto los aislados
espafioles de Cylindrocarpon spp. como el control positivo de C. liriodendri de
Portugal estan libres de micovirus.

Respecto al control de C. liriodendri y C. macrodidymum, se efectuaron
ensayos in Vitro para evaluar la eficacia de tratamientos con fungicidas y con
agua caliente, demostrando ambos que tienen un gran potencial para controlar de
manera eficaz a estos dos patéogenos.

En general, las materias activas que lograron inhibir la germinacién de
los conidios no fueron eficaces en la reduccién del crecimiento miceliar y
viceversa. Los fungicidas captan, didecildimetil cloruro amonico, cubiet,
oxicloruro de cobre y tiram inhibieron la germinacion de los conidios de ambas
especies a niveles muy satisfactorios. En el caso del efecto sobre el crecimiento
miceliar, los fungicidas que mostraron un mejor efecto en la reduccion del
crecimiento fueron carbendazima, procloraz, imazalil y quinosol. Algunos de
estos fungicidas ya habian sido evaluados por otros investigadores (Fourie y
Halleen, 2006; Rego et al., 2006; Halleen et al., 2007) obteniéndose resultados
similares a los de nuestro trabajo.

En cuanto al efecto de los tratamientos con agua caliente, en general, la
germinacion de los conidios y el crecimiento miceliar decrecieron con el
aumento de la temperatura y el tiempo de exposicion en los dos aislados
evaluados de cada especie, siendo mas sensibles los conidios que el micelio. Los
tratamientos con agua caliente a 46 °C fueron suficientes para inhibir
completamente la germinacion de conidios de ambas especies de
Cylindrocarpon, mientras que para detener el desarrollo miceliar se requirieron
tratamientos de, al menos, 48 °C durante 60 minutos. Estos resultados confirman
lo obtenido por Halleen et al. (2007), que demostraron que la inmersion de
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barbados de portainjertos en estado latente en agua caliente durante 50 °C durante
30 minutos, es suficiente para controlar las dos especies de Cylindrocarpon que
causan el pie negro en los viveros.
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8- CONCLUSIONES

CARACTERIZACION FENOTIPICA, MOLECULAR Y PATOGENICA

v A partir de una coleccion de 82 aislados espafioles de Cylindrocarpon
obtenidos de plantas de vid con sintomas de decaimiento procedentes de
vivero y de vifiedos jovenes, se identificaron las especies C. liriodendri y
C. macrodidymum.

v La identificacion fenotipica de las dos especies se efectudé mediante un
analisis factorial multivariante. Ambas se diferenciaron porque C.
liriodendri produce mas conidios, tiene un ratio de crecimiento diario
mayor a las temperaturas de 5 y 10 °C, y presenta macroconidios de
menor longitud y anchura que C. macrodidymum.

v El andlisis de las secuencias de la region BT1 del gen de la B-tubulina y
la region ITS del ADN ribosomico, identifico ambas especies entre los
aislados espaifioles, coincidiendo este resultado con el obtenido en el
analisis factorial multivariante de las variables fenotipicas.

v' El estudio de cruzamiento entre aislados de C. liriodendri y de C.
macrodidymum confirmé la obtencion de los teleomorfos Neonectria
liriodendri (teleomorfo de C. liriodendri) y N. macrodidyma (teleomorfo
de C. macrodidymum).

v' Ambas especies demostraron ser patdogenas a vid; barbados enraizados

del portainjerto cultivar R 110 inoculados con C. liriodendri o C.
macrodidymum desarrollaron los sintomas tipicos del pie negro.
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VARIABILIDAD GENETICA Y DE VIRULENCIA

v' La técnica de andlisis Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR) detectd

variabilidad genética en ambos patogenos, siendo ésta mucho mas
relevante en la especie C. macrodidymum.

Los ensayos de patogenicidad efectuados con los aislados seleccionados
de los grupos definidos con la técnica ISSR en plantulas de semillas
obtenidas del cultivar Tempranillo, permitieron comparar la virulencia de
un elevado numero de aislados de Cylindrocarpon spp. en un periodo de
tiempo corto; encontrandose que aquellos correspondientes a los grupos
ISSR G6 y G7 de C. macrodidymum, son mas virulentos que el resto de
aislados de esta especie o de C. liriodendri

DETECCION DE MICOVIRUS

v Ninguno de los 82 aislados de la coleccion espafiola de C. liriodendri o

C. macrodidymum, ni el control positivo de C. liriodendri Cy 15
originario de Portugal, estan infectados con micovirus.

CONTROL IN VITRO
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v Los fungicidas captan, didecildimetil cloruro aménico, cubiet, oxicloruro

de cobre y tiram inhibieron satisfactoriamente la germinacion de los
conidios de C. liriodendri y C. macrodidymum; mientras que
carbendazima, procloraz, imazalil y quinosol fueron los mas efectivos en
la reduccion del crecimiento miceliar.

Los tratamientos con agua caliente a 46 °C fueron suficientes para inhibir
completamente la germinacion de conidios de ambas especies de
Cylindrocarpon; mientras que para detener el desarrollo miceliar se
requirieron tratamientos de, al menos, 48 °C durante 60 minutos.
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