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Resumen

RESUMEN

Los hongos de la familia Botryosphaeriaceae causan dafios en la madera de la vid en
regiones viticolas de todo el mundo. Para caracterizar las distintas enfermedades de madera de la vid en
planta adulta y para conocer el impacto de estos patdgenos en Catalufia, se llevo a cabo un muestreo en
vifledos afectados de diferentes denominaciones de origen catalanas. Los resultados confirmaron la
existencia en Catalufia de las tres enfermedades de la vid mas comunes en planta adulta (yesca, eutipiosis
y BDA [black dead arm]), y evidenciaron asimismo la dificultad para diagnosticarlas, debido a la multiple y
frecuente concurrencia de éstas sobre una misma planta. Las especies fungicas aisladas con mayor
frecuencia fueron Phaeomoniella chlamydospora, Fomitiporia mediterranea, Eutypa lata y distintas
especies de Botryosphaeriaceae. Dentro de esta familia se identificaron seis especies, siendo por orden de
abundancia Diplodia seriata, Neofusicoccum parvum, Dothiorella viticola, Botryosphaeria dothidea,
N. luteum y N. vitifusiforme. La controversia taxondmica que presenta la familia Botryosphaeriaceae,
debido a las similitudes morfoldgicas entre taxones, se resolvid con el estudio combinado de la morfologia
de los conidios de los anamorfos y la informacion molecular de distintas regiones del ADN. Mediante la
técnica de la PCR-cooperativa y el empleo posterior de una sonda de hibridacion especifica, se desarroll6
una herramienta molecular de gran sensibilidad para la deteccién rapida y rutinaria de las especies de
Botryosphaeriaceae. La sonda se disefid sobre la region nuclear del ITS (espaciadores internos de
transcripcion) del ARN, e identific6 de forma especifica a un grupo de siete especies de
Botryosphaeriaceae (las seis aisladas de vides catalanas méas Dijplodia mutila). Profundizando en la
caracterizacion de la familia, se estudid la capacidad de cinco especies (B. dothidea, Di. seriata,
Do. viticola, N. luteumy N. parvum) para producir micotoxinas. Todos los aislados estudiados produjeron
compuestos hidrofilicos fitotdxicos, aunque N. /uteumn y N. parvum destacaron por la fitotoxicidad que
también mostraron sus compuestos lipofilicos. Esto corrobord los resultados de las pruebas de
patogenicidad, en las que N. luteum y N. parvum mostraron una gran virulencia. Dothiorella viticola,
N. vitifusiforme y Di. seriata mostraron una virulencia débil o nula, mientras que B. dothidea mostrd un
caracter patogénico intermedio. Sobre la susceptibilidad del hospedador a los distintos patégenos, se
observo que el portainjerto Ru140 fue el menos susceptible y el 41B el mas susceptible, mientras que las
seis variedades de uva ensayadas (Cabernet-Sauvignon, Garnacha, Macabeo, Parellada, Tempranillo y
Xarel'lo) no mostraron diferencias claras de susceptibilidad. Se constatd que algunas especies vegetales
que comparten su habitat con la vid, como almendros, encinas, jaras, melocotoneros y nogales, son
susceptibles a algunas especies de Botryosphaeriaceae, y que por tanto podrian actuar como
hospedadores alternativos de los patdgenos. De los factores abidticos que podrian afectar al desarrollo de
las enfermedades se estudid el estrés hidrico. Los resultados obtenidos mostraron que tanto el estrés
hidrico como el patégeno N. parvum alteraron parametros fisioldgicos y de crecimiento de la vid, aunque
no se observd un efecto combinado de ambos sobre la planta. Ademas, la longitud de las necrosis
vasculares causadas por N. parvum no aumento significativamente con el estrés hidrico, confirmando que

N. parvum es un patdgeno primario y no un patégeno de debilidad.



Resumen

RESuUM

Els fongs de la familia Botryosphaeriaceae causen malalties de fusta de la vinya en regions
viticoles de tot el mén. Per a caracteritzar aquestes malalties de la vinya en planta adulta i conéixer millor
Iimpacte d’aquests patdgens a Catalunya, es realitza una prospeccié en vinyes afectades de diferents
denominacions d’origen catalanes. Els resultats confirmaren I'existéncia a Catalunya de les tres malalties
de la vinya més comunes en planta adulta (esca, eutipiosi i BDA [black dead arm]), i posaren en evidéncia
la dificultat per a diagnosticar-les, donada l'alta concomitancia d’aquestes en una mateixa planta. Les
especies fungiques aillades amb una freqiiéncia major foren Phaeomoniella chlamydospora, Fomitiporia
mediterranea, Eutypa lata i diverses espécies de Botryosphaeriaceae. D’aquesta familia s'identificaren sis
especies, per ordre d‘abundancia, Diplodia seriata, Neofusicoccum parvum, Dothiorella viticola,
Botryosphaeria dothidea, N. luteum i N. vitifusiforme. La controversia taxonomica que presenta la familia
Botryosphaeriaceae, deguda a les similituds morfologiques dels taxons, es resolgué mitjancant I'estudi
combinat de la morfologia dels conidis dels anamorfs i de la informacié molecular de diverses regions de
I'ADN. Mitjancant la técnica de la PCR-cooperativa i I'Us posterior d'una sonda d'hibridacié especifica, es
desenvolupa una eina de gran sensibilitat per a la deteccid rapida i rutinaria de les espécies de
Botryosphaeriaceae. Es dissenya una sonda a la regié nuclear de I'ITS (espaiadors interns de transcripcid)
de I'ARN,, que identifica de forma especifica un grup de set especies de Botryosphaeriaceae (les sis
aillades de vinyes catalanes més Diplodia mutila). Aprofundint en la caracteritzacié de la familia, s'estudia
la capacitat de cinc especies (B. dothidea, Di. seriata, Do. viticola, N. luteum i N. parvum) per a produir
micotoxines. Totes les soques estudiades produiren compostos hidrofilics fitotoxics, tot i que M. /uteum i
N. parvum destacaren també per la produccié de compostos fitotoxics de naturalesa lipofilica. Aixo dona
un suport addicional als resultats de les proves de patogenicitat, en les que N. luteum i N. parvum
mostraren una gran viruléncia. Dothiorella viticola, N. vitifusiforme i Di. seriata mostraren una viruléncia
feble o nul'la, mentre que B. dothidea mostra un caracter patogen intermedi. Sobre la susceptibilitat de la
vinya als fongs patogens, s'observa que el portaempelt Ru140 fou el menys susceptible i el 41B el més
susceptible, mentre que les sis varietats viniferes assajades (Cabernet-Sauvignon, Garnatxa, Macabeu,
Parellada, Ull de Llebre y Xarel'lo) no mostraren diferéncies clares de susceptibilitat. Es comprova que
algunes espécies vegetals que comparteixen habitat amb la vinya, com ara I'ametller, |'alzina, I'estepa, el
presseguer i la noguera, son susceptibles a determinades espécies de Botryosphaeriaceae, de forma que
podrien actuar com a hostatgers alternatius dels patogens. Dels factors abiotics que podrien afectar el
desenvolupament de les malalties, s'estudia I'estrés hidric. Els resultats obtinguts mostraren que tant
I'estrés hidric com el patogen N. parvum alteraren parametres fisiologics i de creixement de la vinya,
encara que no s‘observa un efecte combinat d'ambdos factors sobre la planta. A més, la longitud de les
necrosis vasculars causades per N. parvum no augmentaren significativament en condicions d'estres

hidric, confirmant que N. parvum és un patogen primari i no un patogen de feblesa.



Resumen

ABSTRACT

Species in the fungal family Botryosphaeriaceae are known for causing grapevine trunk
diseases in grape-producer regions worldwide. Declining vineyards were surveyed in Catalonia (NE Spain)
to characterize those diseases on adult plants and to identify their causing agents. Most comon grapevine
trunk diseases (esca, Eutypa dieback and black dead arm disease) were confirmed to occur in Catalonia.
However, concurrence of symptoms in the same plant, belonging to at least two different diseases, often
difficults disease diagnosis. Most frequently isolated fungal pathogens were Phaeomoniella chlamydospora,
Fomitiporia mediterranea, Eutypa lata and several species of Botryosphaeriaceae. Six botryosphaeriaceous
species were identified, in decreasing abundance order: Dijplodia seriata, Neofusicoccum parvum,
Dothiorella viticola, Botryosphaeria dothidea, N. luteumn and N. vitifusiforme. The controversy in the
taxonomy of Botryosphaeriaceae due to confusing morphological similarities among the species was
resolved by combining the study of conidial morphology and multigene nucleotide data. A sensitive tool for
a rapid detection of Botryosphaeriaceae species was developed based on the co-operational PCR
technique and the use of a hybridization probe. The probe was designed to target the ITS region (internal
transcribed spacers) of the RNA repeat. It identified specifically the above Botryosphaeriaceae species
isolated from grapevine plus Diplodia mutila. Five botryosphaeriaceuos species were tested for mycotoxin
production, namely B. dothidea, Di. seriata, Do. viticola, N. luteum and N. parvum. All species produced
hydrofilic phytotoxic compounds, and N. luteumn and N. parvum were also shown to produce low-weight
lipophilic toxins. These results support the high virulence showed by N. luteum and N. parvum in the
patogenicity test. Virulence of Dothiorella viticola, N. vitifusiforme and Di. seriata was weak to low, while
B. dothidea showed an intermediate virulence. In terms of host susceptibility, rootstock 140Ru was the
less susceptible to the botryosphaeriaceous fungi tested while 41B was the most susceptible one.
However, no great differences in susceptibility were observed among the six grapevine varieties tested
(Cabernet Sauvignon, Grenache, Macabeo, Parellada, Tempranillo and Xarel'lo). Some plant species from
the surroundings of vineyards, namely almond, peach and walnut trees, holm oak and rockroses, were
shown to be susceptible to some Botryosphaeriaceae species. It is hypothesized that these species could
act as alternative hosts for those pathogens. Hydric stress in combination with V. parvum infection was
studied as a potential factor that could affect disease development. Physiological and growth parameters
of grapevine were modified by both hydric stress and N. parvum main effects, but no combined effects
were detected. Vascular necroses were similar in both stressed and non-stressed grapevines, therefore

N. parvum is not considered as a weakness pathogen.






INTRODUCCION GENERAL

ORIGEN Y DIVERSIDAD DE LA VID

Las vides pertenecen al género Vitis L. (Fam. Vitaceae), cuyo origen data del
Terciario. El género se divide en dos subgéneros: Muscadinia (2n = 40 cromosomas) y Euvitis
(2n = 38), perteneciendo a éste Ultimo la mayor parte de las vides cultivadas. El subgénero
Euvitis se considera, a su vez, dividido en tres grandes grupos, segun el lugar geografico que
sirvio de refugio a las vides durante las glaciaciones del Cuaternario. El grupo de Asia oriental
alberga aproximadamente 20 especies de escasa relevancia en la viticultura actual. El grupo
americano estd compuesto por especies como V. rupestris Scheele, V. riparia Michaux y
V. berlandieri Planchon que se convirtieron en portainjertos de las vides europeas por su
resistencia a la filoxera (Daktulosphaira vitifoliae Fitch; Homoptera: Phyloxeridae). El grupo
europeo esta compuesto Unicamente por V. vinifera L. y representa, a nivel mundial, la

totalidad de las vides cultivadas por sus frutos (Pearson y Goheen 1990; Chomé 2002).

Segun algunas estimaciones, el nimero de variedades de vid cultivadas en el
mundo oscila entre 7.000 y 10.000 (Chomé 2002). Esta gran variedad se debe a los trabajos
que, desde antafio, se han realizado para la mejora de este cultivo, asi como a los movimientos
migratorios y a los intercambios comerciales, que han contribuido a la implantacion global de
algunas variedades. En Espafa se cultivan, de forma reconocida por el Registro de Variedades
Comerciales de Vid del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 204 variedades de uva y
24 portainjertos (Chomé 2002). La identificacion de las variedades se realiza en base a
caracteres morfoldgicos (ampelografia) y morfométricos (ampelometria) apoyados, en las
Ultimas décadas, por técnicas bioquimicas o de marcadores moleculares. Para preservar el
patrimonio varietal espafiol, se han creado colecciones de vid en casi todas las comunidades

auténomas, destacando las de El Encin (Alcala de Henares, Madrid) y El Rancho La Merced
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(Jerez de la Frontera, Cadiz), y que forman en su conjunto un banco de germoplasma

fundamental para el desarrollo de la viticultura en nuestro pais (Chomé 2002).

EL CULTIVO DE LA VID

La vid es el cultivo fruticola de mayor extension mundial, con unos 7 millones de
hectareas cultivadas en distintos continentes (MAPA 2005). La mayor parte del cultivo se
encuentra concentrado en las regiones templadas de clima mediterraneo y, en concreto, en la
cuenca mediterranea europea. En Espaiia, la importancia de la viticultura en el conjunto de la
economia agraria es fundamental, siendo el pais con la mayor superficie cultivada del mundo y
el tercero europeo en produccion de uva por detras de Italia y Francia (OIV 2004). El vifiedo en
Espafia ocupa una extension total de 1.195.000 ha, y es el cultivo que mayor superficie
presenta tras los cereales de grano y el olivar (MAPA 2005). La superficie ocupada es
mayoritariamente de secano, un 90%, que se reparte en unas 435 ha de vivero, 3.000 ha de
uva para pasificacion, 24.000 ha de uva de mesa y 1.168.000 ha de uva de vinificacion. La
mayor parte de las comunidades autdnomas espafiolas se dedican al cultivo de la vifa,
existiendo mas de 50 regiones vitivinicolas con denominacion de origen. En Catalufia, el vifiedo
ocupa 64.500 ha, con 12 denominaciones de origen reconocidas hasta la fecha: Alella,
Emporda, Conca de Barbera, Costers del Segre, Montsant, Penedés, Pla de Bages, Priorat,
Tarragona y Terra Alta, junto con las zonas de las Denominaciones Cava y Catalunya, ésta

Ultima superponiéndose a las zonas de produccion del resto (MAPA 2005).

ENFERMEDADES Y PLAGAS DE LA VID

Dentro de las enfermedades de la vid debidas a factores bidticos, las causadas por
hongos son las mas conocidas y, en general, las que mayores pérdidas econdmicas generan. El
protista Plasmopara viticola (Berk. & M.A. Curtis) Berl. & De Toni (anteriormente clasificado
como un hongo) causa la enfermedad denominada mildiu, provocando unas lesiones
amarillentas y marronosas en las hojas, que en ataques severos provoca una defoliacion
importante y que también afecta al fruto. Entre las patologias fungicas mas importantes que

afectan al fruto y a las hojas esta el oidio (Erysiphe necator Schwein.). Esta enfermedad causa
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unas necrosis epidérmicas blanquecinas y pulverulentas en todos los tejidos verdes que reducen
el crecimiento y afectan la calidad del fruto (Pearson y Goheen 1990; Flaherty et al. 1992). La
botritis (Botrytis cinerea Pers.) afecta la calidad y la cantidad de la cosecha recogida, al causar
la pudricion de las bayas o la caida prematura del fruto. La pudricion negra o black rot
(Guignardia bidwelli (Ellis) Viala & Ravaz) forma puntos necrdticos circulares de color canela en
las hojas, en medio de los cuales aparecen los picnidios oscuros del hongo. En el fruto, el
ataque de G. bidwelli es muy rapido y pasa, en pocos dias, de unos pequefios puntos
blanquecinos a la desecacion y momificacion de la baya. La enfermedad de Phomopsis
(causada por Phomopsis viticola (Sacc.) Sacc.) tiene una incidencia importante en regiones con
climas de humedad ambiental elevada en el momento del desborre. Las hojas infectadas
presentan puntos clordticos o de color verdoso claro, irregulares o circulares, con el centro
oscuro y que pueden acabar desprendiéndose de la hoja. En la zona basal de los sarmientos
aparecen lesiones que, en ataques importantes, se unen formando fisuras abiertas. El
pedudnculo del racimo también se ve afectado, lo que provoca su rotura y, por tanto, la pérdida
del fruto. Otra enfermedad importante de la parte aérea es la antracnosis (Elsinoé ampelina
Shear), que ocurre en regiones lluviosas y hiumedas. Otras patologias que causan pudricion son
el white rot (Coniella diplodiella (Speg.) Petr. & Syd.) o el rjpe rot (Glomerella cingulata
(Stoneman) Spauld. & H. Schrenk) (Pearson y Goheen 1990; Flaherty et al. 1992). También hay
reconocidos patdgenos flingicos que atacan a la madera como Cylindrocarpon spp., que provoca
una necrosis generalizada de la base del portainjerto, y Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm. y
Rosellinia necatrix Berl. ex Prill,, que causan pudricion en las raices (Gubler et al. 2004; Torrell

2004; Halleen et al. 2006).

Otras enfermedades, algunas de ellas de grave impacto, se deben a la accion de
bacterias, fitoplasmas y virus. La bacteria Xy/ella fastidiosa se asocia a la enfermedad de Pierce,
con un impacto importante en EE.UU., sobre todo en zonas de inviernos templados. Esta
enfermedad, que se propaga mediante insectos homopteros, afecta exclusivamente al xilema y
causa sintomas similares al estrés hidrico. Agrobacterium tumefaciens se introduce en la planta

a través de las heridas causadas por las heladas, provocando deformaciones en forma de agalla
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en la madera (Pearson y Goheen 1990; Flaherty et al. 1992). La flavescencia dorada esta
causada por un fitoplasma, que emplea como vector a especies del homdptero Scaphoideus.
Los sintomas caracteristicos aparecen en verano; la planta adquiere un aspecto desparramado,
con los sarmientos caidos y falta de lignificacion, y los margenes de las hojas revolutos. Las
hojas de las variedades blancas se vuelven de un color amarillento-dorado, rojizo en las
variedades tintas (Barrios 2004a). Otra enfermedad causada por un fitoplasma es el bois noir
(madera negra), transmitido por el homoptero polifago Hyalesthes obsoletus Signoret y cuyos
sintomas son similares a la flavescencia dorada (Barrios 2004b). Los virus también son
causantes de algunas enfermedades en vid, como el entrenudo corto infeccioso (producido por
un nepovirus), que provoca sarmientos aplastados con entrenudos de menor longitud; el
enrollado (causado por un closterovirus), cuyo sintoma mas caracteristico es el enrollamiento
del limbo y los nervios de las hojas; la madera rizada (ocasionada por un vitivirus), cuyo
sintoma mas llamativo es la formacion de acanaladuras y pocillos bajo la corteza; y el jaspeado,

que provoca alteraciones cromaticas en las hojas (Martelli 1993; Padilla 2004).

Una de las plagas mas conocidas en la vid es la filoxera, provocada por el
homoptero Daktulosphaira vitifoliae, que causa unas agallas caracteristicas en raiz y hojas. El
parasito es originario de Norteamérica y llegd a Europa en la dltima mitad del siglo XIX,
afectando a la practica totalidad de los vifiedos europeos y causando una importante crisis
viticola. La filoxera necesita infectar de forma conjunta raices y hojas para completar su ciclo,
por eso, para su control, las vides europeas se injertan actualmente sobre portainjertos
americanos resistentes. Otras plagas que causan un grave impacto econémico en nuestro pais
son las polillas del racimo (Lobesia botrana Den. y Schiff., Clysia ambiguella Hb. y Cryptoblabes
gnidiella Mill), sobre todo en la costa mediterranea y atlantica, y el mosquito verde (Jacobiasca
spp.) que ha experimentado un incremento notable en los Ultimos afios. Otras plagas comunes
son el gusano blanco Anoxia villosa L., el gusano del alambre Agriotes lineatus L., las termitas
gue causan dafios importantes en vifiedos maduros, y los acaros, como la arafia amarilla
(Eotetranychus carpini Oud.) y la arafia amarilla comun (7etranychus urticae Koch.) (MAPA

2004).
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LAS ENFERMEDADES DE MADERA DE LA VID

Las enfermedades de madera de la vid constituyen un conjunto de enfermedades
causadas por hongos patdgenos, cuya sintomatologia es multiple, compleja, y a veces incluso
confusa. Estas enfermedades tienen en comUn una alteracion interna de la madera, lo que a
menudo conlleva la muerte de la planta de forma irremediable, aunque ésta se dé en un plazo
de tiempo indeterminado (Garcia et al. 2005). Las referencias a las enfermedades de madera
de la vid se remontan a la época clasica, cuando Plinio el Viejo ya las describia en sus textos de
agronomia (Larignon 2004). Desde la década de los 80 del siglo XX se ha apreciado un
aumento en la incidencia de estas enfermedades, y esto ha despertado un interés creciente por
la investigacidn sobre el decaimiento de la vid y la etiologia de las enfermedades relacionadas.
La prohibicion del arsenito sddico, tradicionalmente empleado en el control de la yesca, ha sido
determinante en la creciente repercusion de estas patologias (Mugnai et al. 1999). Este
producto comenzd a excluirse progresivamente de las listas de fitosanitarios permitidos debido
al fuerte impacto ambiental que genera y por su efecto cancerigeno en humanos (Trouba et al.

2002). En Espaiia, se prohibid definitivamente su uso en el afio 2003.

La yesca, reconocida como una de las enfermedades mas destructivas de madera
de la vid, se ha convertido en un problema muy importante en todas las zonas viticolas del
mundo (Larignon 2004). Este sindrome puede tener una evolucion lenta (fase crdnica) o bien
rapida (fase aguda) (Mugnai et al. 1999). La expresion de los sintomas en la fase cronica tiene
una naturaleza erratica y su aparicion puede no ser constante a lo largo de los afios (Di Marco
et al. 2000). En plantas adultas, el sintoma interno mas caracteristico es una pudricion blanda
debido a la degradacion progresiva de la madera, hasta convertirse en una masa esponjosa de
color amarillento (Figuras A-B) (Mugnai et al. 1999). Sobre la hoja, se observan manchas
cloréticas entre los nervios, o a lo largo del margen, que suelen derivar en necrosis (Figura C)
(Mugnai et al. 1999). La fase aguda del sindrome, o apoplejia, suele aparecer a mediados de
verano y desemboca en una muerte rapida de la planta en dias o incluso horas (Larignon
2004). Las plantas que sufren este fendmeno apopléjico presentan las hojas completamente

secas y unidas al sarmiento.
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Figura A (Surico et al. 2006): Lesiones en madera, en corte longitudinal, asociadas con la yesca. Figura B (Armengol
et al. 2001): Pudricion blanda en un estado avanzado de la yesca. Figura C (Surico et al. 2006): Necrosis foliares de la
yesca sobre una variedad de uva tinta. Figura D (Pearson y Goheen 1990): Crecimiento reducido de sarmientos en
vides afectadas de eutipiosis. Figura E (Pearson y Goheen 1990): Necrosis sectorial, en forma de V, en una planta con
eutipiosis. Figura F (Larignon y Dubos 2001): Necrosis foliar asociada al black dead arm (BDA) en una variedad de uva
blanca. Figura G (Larignon y Dubos 2001): Necrosis foliar asociada al BDA en una variedad de uva tinta. Figura H
(Van Niekerk et al. 2006): Crecimiento reducido y ausencia de brotacion en plantas afectadas de BDA. Figura I
(Larignon y Dubos 2001): Banda marrdn visible externamente al eliminar la corteza de una planta con BDA. Figura J
(Van Niekerk et al. 2006): Necrosis sectorial, en forma de V, de una planta con BDA. Figura K (Van Niekerk et al.

2006): Punteaduras marrones y necrosis asociadas al BDA.
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En la yesca se reconoce la participacion de dos tipologias distintas de hongos
patdgenos: por un lado los patdgenos vasculares, como Phaeomoniella chlamydospora (W.
Gams, Crous, M.J. Wingf. & Mugnai) Crous & W. Gams vy distintas especies de
Phaeoacremonium W. Gams, Crous & M.]. Wingf., que actlan como patdgenos primarios
(Larignon y Dubos 1997). Por otro lado, los colonizadores secundarios como los basidiomicetos
del género Fomitiporia Murrill, Fomitiporella Murrill e Inocutis Fiasson & Niemelé (Fischer 2002;
Fischer 2006) y Stereum hirsutum (Will.: Fr.) S.F. Gray, causantes de la pudricion (Larignon y
Dubos 1997). En la actualidad, sin embargo, no se considera que S. Airsutum tenga una
implicacion importante en la yesca. Aunque se conocen los agentes causales, todavia no se
conoce con exactitud el papel de los microorganismos en el proceso de infeccion y cuales son
los factores que influyen particularmente en el desarrollo de la yesca (Di Marco et al. 2000;

Surico et al. 2006).

La eutipiosis es una enfermedad cronica de gran poder devastador, causada por el
hongo Eutypa lata (Pers.) Tul. & C. Tul. (Carter 1991; Munkvold y Marois 1995). Los sintomas
en los brotes, que se manifiestan durante la primavera, corresponden a sarmientos débiles, con
entrenudos cortos, hojas pequefias, cloréticas y con necrosis marginales, y racimos abortados
(Figura D) (Moller et al. 1974). Algunos de estos sintomas externos se cree que estan causados
por diferentes compuestos tdxicos producidos por el hongo, como eutipina, eutipinol, metil-
eutipinol, eulatacromeno, 2-iso-propenil-5-formilbenzofurano y eulatinol (Fallot et al. 1997;
Mahoney et al. 2005; Lardner et al. 2006). En corte transversal del tronco o brazo afectados
aparece una necrosis sectorial en forma de V, muy tipica de la enfermedad, que recorre el
xilema desde la parte mas externa hasta la médula (Figura E) (Péros y Berger 1994; Chapuis et

al. 1998).

Distintas especies de hongos de la familia Botryosphaeriaceae se han asociado a
varias enfermedades como la excoriosis, el sindrome de decaimiento de la vid y el black dead
arm (BDA o enfermedad del brazo muerto). Esto ha provocado cierta confusion, ya que un

mismo sintoma o especie flngica se ha asociado a varias patologias (Van Niekerk et al. 2006).
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El BDA se describié en Hungria por primera vez y se asocié al hongo Diplodia mutila (Fr.) Mont.
(Lehoczky 1974). Posteriormente, la enfermedad se cito en Italia y, de las plantas afectadas, se
aislaron Diplodia mutila y Di. seriata De Not. (Cristinzio 1978). No fue hasta 2001 cuando se
volvié a asociar esta enfermedad con el decaimiento de vides en algunas areas de Francia, de
las que se aislé Di seriata sequida de Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces. & De Not.
(Larignon y Dubos 2001; Larignon et al. 2001a). En la actualidad, esta enfermedad se relaciona
con diversas especies de Botryosphaeriaceae y con numerosos sintomas no especificos, ya
descritos para otras patologias de madera (Van Niekerk et al. 2006). A nivel externo, Larignon y
Dubos (2001) describen unos sintomas foliares del BDA similares a la yesca, aunque con ligeros
matices diferentes en la coloracién de las manchas (Figuras F-G), y cuyos sintomas ya se
expresan en primavera. En un estado mas avanzado, las hojas se desecan completamente, se
arrugan y caen, no quedando mas que algunas en la parte terminal de la rama. Muy avanzada
la enfermedad, se pueden ver afectadas las inflorescencias e incluso el fruto puede desecarse
por completo (Larignon y Dubos 2001). Sin embargo, para otros autores, el BDA se asocia,
como en el caso de la eutipiosis, con un crecimiento reducido y clorosis foliar a principios de
primavera y, en una fase avanzada, con la muerte del brazo (Figura H) (Castillo-Pando et al.
2001; Van Niekerk et al. 2006). Incluso, Urbez-Torres et al. (2006a) aislaron, de forma
mayoritaria, varias especies de Botryosphaeriaceae de plantas cuyos sintomas principales eran
similares a los de la eutipiosis. A nivel externo, se pueden llegar a apreciar partes del tronco
necréticas, donde la corteza aparece suelta y se puede separar facilmente con la mano
(Figura I) (Lecomte et al. 2005). A nivel interno, el sintoma mas tipico del BDA es una necrosis
sectorial, sobre el xilema de brazos y tronco, de color marrén oscuro y en forma de V, tal como
ocurre en la eutipiosis (Figura J) (Van Niekerk et al. 2002). También se han descrito otros
sintomas asociados a las especies de Botryosphaeriaceae, como punteaduras o necrosis

oscuras, que envuelven la médula central (Figura K) (Van Niekerk et al. 2006).

En los Ultimos afios también se viene detectando un alarmante incremento de los
problemas en vides jovenes, manifestados por un decaimiento progresivo o incluso la muerte

desde el primer afio de su plantacion (Armengol et al. 2002). Este decaimiento en planta joven
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recibe el nombre de enfermedad de Petri (Crous y Gams 2000). De las plantas afectadas se han
aislado con frecuencia Phaeomoniella chlamydosporay distintas especies de Phaeoacremonium,
como Pm. aleophilum W. Gams, Crous, M.]. Wingf. & Mugnai y Pm. inflatipes W. Gams, Crous
M.J. Wingf. (Scheck et al. 1998; Mugnai et al. 1999), indicando una posible conexion con la

enfermedad de la yesca en plantas adultas.

No se conoce con exactitud como es la epidemiologia de los hongos relacionados
con las enfermedades de madera de la vid. Ante la dificultad de reproducir los sintomas de la
yesca en ensayos artificiales, Surico et al. (2006) sostienen que deben existir tanto factores
abidticos como bidticos, hasta ahora desconocidos, que concurren para llegar a producir los
sintomas externos de las enfermedades. En cuanto al modo de infeccidn de estos hongos se
sabe, por ejemplo, que Phaeomoniella chlamydospora'y Pm. aleophilum presentan, al menos
durante una parte de su ciclo bioldgico, un mecanismo de dispersion aéreo (Larignon y Dubos
2000; Armengol et al. 2002), al igual que las especies de Botryosphaeriaceae (Larignon et al.
2001b). Eutypa lata también se dispersa a través del aire, estando muy relacionada la liberacién
de sus ascosporas con episodios de lluvia (Paillassa et al. 1992). Con una dispersion aérea, la
via habitual de entrada en la planta son las heridas producidas en la poda. Ya se sabe que
hongos como £ /ata, Pa. chlamydosporay especies de Botryosphaeriaceae se introducen en la

vid a través de estas heridas (Paillassa et al. 1992; Larignon et al. 2000; Larignon et al. 2001b).

Las medidas profilacticas se han perfilado como la mejor forma para el control de
estas enfermedades debido a la ausencia de un producto eficaz tras la prohibicion del arsenito
sddico. Las practicas culturales mas comunes son la eliminacion de los restos de poda y de las
cepas afectadas para reducir las fuentes de indculo (Larignon y Dubos 2001), asi como la
proteccién de las heridas de poda con fungicidas. También es aconsejable realizar la poda en
época tardia, ya que se reduce la susceptibilidad de las heridas (Munkvold y Marois 1995). Las
podas de saneamiento, para eliminar la madera atacada, pueden ser un método efectivo a largo
plazo si se elimina completamente la parte afectada (Di Marco et al. 2000; Sosnowski et al.

2004). En los Ultimos afios, se estan practicando tratamientos con agua caliente en las plantas
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de vivero, previo a su comercializacion, que estan dando resultados esperanzadores para el
control de Pa. chlamydospora, Pm. aleophilum y Cilindrocarpon spp. (Armengol et al. 2007;
Halleen et al. 2007). Desgraciadamente, estos tratamientos provocan, en ocasiones, fallos en el

material de plantacion (Waite y May 2005; Waite y Morton 2007).

LAS ENFERMEDADES DE MADERA DE LA VID EN ESPANA

De igual forma que en el resto de paises viticultores, en Espafia también se ha
incrementado el impacto de las enfermedades de madera de la vid en los Ultimos afios
(Armengol et al. 2001). A pesar de que en nuestro pais todavia faltan importantes zonas
viticolas por prospectar, los muestreos existentes confirman la presencia de todas las

enfermedades de madera de la vid descritas.

Los sintomas externos asociados a la eutipiosis se han destacado como los mas
comunes en la comarca de la Rioja Alavesa, enfermedad que fue diagnosticada por primera vez
sobre vid en 1979, en Tierra de Barros (Badajoz) (Mateo y Yoller 1994). Los sintomas externos
descritos como los mas habituales en cinco areas productoras de Castilla-Ledn fueron los de la
eutipiosis, seguidos de los de la yesca (Urbez-Torres et al. 2006a). En otro muestreo
desarrollado en esta comunidad, las especies mas cominmente aisladas de vides sintomaticas
fueron diversas especies de Botryosphaeriaceae (sobre todo Di seriata), Pa. chlamydospora y
Pm. aleophilum (Martin y Cobos 2007). En cuanto a la enfermedad de Petri, se han detectado
vifiedos con una mortalidad de plantas superior al 50% durante el primer afio, con presencia
consistente de Pa. chlamydospora y Pm. aleophilum (Armengol et al. 2002). Otro estudio ha
puesto en evidencia el alto porcentaje del material procedente de viveros de nuestro pais que
ya viene infectado con patdgenos de madera de la vid (Aroca et al. 2006). Esto indica la
deficiente calidad sanitaria de las vides empleadas en las nuevas plantaciones y que proceden
de plantas madre que podrian ya estar infectadas aunque, no se descarta, que se infecten

durante el periodo de manipulacion de las estaquillas (Armengol et al. 2002; Aroca et al. 2006).
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Armengol et al. (2001) presentaron las conclusiones extraidas del analisis de
muestras enviadas a la red de laboratorios oficiales de diagndstico y que, por tanto, no
proceden de una prospeccion intensiva. Las muestras analizadas por dichos autores, aunque no
siempre asociadas a patologias de la madera, procedian de importantes regiones viticolas como
Castilla-La Mancha, Valencia, Catalufia, Aragdn y Castilla-Ledn. Los hongos diagnosticados
como relacionados con enfermedades de madera de la vid fueron de mayor a menor
proporcion: Di. seriata, Pm. aleophilum, Cylindrocarpon spp., Fomitiporia punctata (Fr.) Murrill
(probablemente F. mediterranea), Pa. chlamydospora, B. dothidea, S. hirsutum vy E. lata. A
pesar de que el BDA sdlo ha sido citado como tal por Garcia et al. (2005), posiblemente debido
a que sus sintomas externos e internos son similares a los de otras patologias de madera, se
puede confirmar su impacto en nuestro pais basandonos en el alto porcentaje de aislamiento de
especies de Botryosphaeriaceae en los trabajos de Armengol et al. (2001) y Urbez-Torres et al.

(2006a).

LAS ESPECIES DE BOTRYOSPHAERIACEAE PATOGENAS DE VID

El género Botryosphaeria se clasifica dentro de los Ascomicetos como
perteneciente al orden Botryosphaeriales (Dothideomycetes, incertae sedis) y a la familia
Botryosphaeriaceae (Schoch et al. 2006). Estos hongos poseen un ciclo bioldgico con una fase
sexual (teleomorfo), poco comun, y una fase asexual (anamorfo) mucho mas abundante
(Denman et al. 2000). El género Botryosphaeria fue descrito por primera vez por Cesati y De
Notaris (1863) y revisado, mas tarde, por Saccardo (1877). Posteriormente, los trabajos de Von
Arx y Miller (1954), Eriksson (1981), Sivanesan (1984) y Schoch et al. (2006) contribuyeron a

la caracterizacién morfoldgica del género y a la taxonomia y sistematica del grupo.

Desde la década de los 60, la identificacion de las especies de Botryosphaeriaceae
se basa principalmente en caracteristicas del anamorfo (Jacobs y Rehner 1998; Phillips et al.
2002), debido a la escasez de teleomorfos en la naturaleza y a sus caracteres poco variables
entre especies (Shoemaker, 1964). Sin embargo, la taxonomia de los géneros anamorficos de

Botryosphaeriaceae es en ocasiones confusa, ya que algunos caracteres pueden variar segun el
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substrato donde se ubiquen en el hospedador (Witcher y Clayton 1963; Pennycook y Samuels
1985) o el estado de desarrollo del mismo (Von Arx y Miiller 1954; Slippers et al. 2004a). En
general, la diversidad de hospedadores colonizados por una misma especie y la aparicion de
diferentes especies sobre un mismo hospedador invalidan el uso de la asociacion hospedador-
hongo como un caracter taxondmico apropiado (Pennycook y Samuels 1985; Jacobs y Rehner
1998; Slippers y Wingfield 2007). Para determinadas especies, la clasificacion se apoya en
caracteres de las colonias tales como la morfologia y la tasa de crecimiento miceliar a diferentes
temperaturas (Pennycook y Samuels 1985; De Wet et al. 2003). Sin embargo, estos caracteres
son validos para especies muy concretas, por ejemplo Neofusicoccum luteumn (Pennycook y

Samuels 1985; Phillips et al. 2002), y no se aplican de forma general.

Son numerosos los estudios que apoyan la division de las especies de
Botryosphaeria en dos Unicos géneros anamorficos: Fusicoccum Corda (que incorpora también
Macrophomopsis Petr.) y Dijplodia Fr. (que incluye ademas a Sphaeropsis Sacc., Dothiorella
Sacc., Lasiodiplodia Ellis & Everh., Macrophoma (Sacc.) Berl. & Vogl. y algunas especies de
Phoma Westend.) (Denman et al. 2000; Phillips 2002; Alves et al. 2004; Slippers et al. 2004a).
Sin embargo, debido a las diferencias filogenéticas y morfologicas (existencia de conidios
estriados y pardfisis) de diversas especies en Lasiodjplodia, algunos autores han preferido
mantener el nombre como un género distinto a Djplodia (Pavlic et al. 2004). Recientemente, el
género anamorfico Dothiorella Sacc. ha sido de nuevo segregado de Diplodia para incluir
especies con conidios oscuros y septados ya desde las primeras fases del desarrollo (Phillips et

al. 2005).

Crous et al. (2006), en una revision de la familia Botryosphaeriaceae, abordaron el
analisis de las secuencias de ADN de 113 aislados, apoyado con caracteres morfoldgicos, que
reveld la existencia de 11 clados diferentes. Esta nueva revision, basada en el gen que forma la
subunidad grande del ribosoma (LSU), ha segregado Botryosphaeria en diversos géneros,
reservando el nombre tipo para la especie Botryosphaeria dothidea (anamorfo Fusicoccum

aesculi Corda). Esta segregacion era previsible ya que, segln la morfologia, muchos anamorfos
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distintos entre si parecian presentar un Unico teleomorfo. El estudio de Crous et al. (2006) no
resuelve la nomenclatura de varios de los teleomorfos y opta por mantener el nombre
“Botryosphaerid’ para los teleomorfos similares a Botryosphaeria (clado 2). Sin embargo,
analiza en profundidad las relaciones filogenéticas de los anamorfos, confirmando géneros

existentes o definiendo otros nuevos.

La revision realizada por Crous et al. (2006) sitla en cuatro clados diferentes, de
los 11 que define, a las especies de la familia Botryosphaeriaceae presentes en la vid (en
concreto, los clados 1, 2, 5y 6). En el estudio, Dijplodiay Lasiodiplodia quedan agrupadas en un
Unico clado (clado 1), sin nombre de teleomorfo definido, lo que significa que el gen LSU no
resuelve la problematica de estos dos géneros anamorficos. Diplodia presenta conidios hialinos,
que pueden septarse y pigmentarse cuando son maduros, de pared gruesa y ancho superior a
los 10 um (Phillips 2002). Por su parte, Lasiodiplodia presenta algunas caracteristicas (conidios
ornamentados) que ayudd a Pavlic et al. (2004) a no considerarlo sindnimo de Diplodia. Segin
Crous et al. (2006), el clado 2 incluye el tipo del género Botryosphaeria (B. dothidea) y a su
anamorfo en Fusicoccum (F. aesculi), junto con algunas especies mas (B. mamane D.E.
Gardner y B. corticis (Demaree & Wilcox) Arx & E. Mull.). Fusicoccum presenta conidios
hialinos, de fusiformes a elipticos, de pared delgada, normalmente aseptados y de ancho
inferior a 10 um (Phillips 2002). En el clado 6 aparecen especies con teleomorfos tipo
Botryosphaeria y anamorfos tipo Fusicoccum, para los que los autores definen un nuevo género
anamorfico, NMeofusicoccum Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, ya que algunas especies presentan
conidios oscuros, de globosos a piriformes, caracteristicas ausentes en el clado 2. En el clado 5,
las especies agrupadas presentan ascosporas oscuras y con un septo que los autores definen
como pertenecientes a Dothidotthia Hohn. (teleomorfo) y con conidios en Dothiorella. Esta
coloracién y septacion de las ascésporas distingue al clado 5 del resto de la familia que suele
presentar, por lo general, ascdsporas hialinas y aseptadas (Shoemaker 1964; Alves et al. 2004).
Ademas, en contraste con el resto de especies de Botryosphaeriaceae, las diferencias
morfoldgicas en las especies del clado 5 son mas aparentes en el teleomorfo que en el

anamorfo (Phillips et al. 2005).
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Cada vez es mas habitual el empleo de secuencias de mudltiples genes para
resolver controversias a nivel intragenérico en la familia Botryosphaeriaceae, especialmente
entre taxones estrechamente relacionados. Las regiones mas utilizadas en combinacion con las
del ITS (espaciadores internos de transcripcion) son el factor de elongacion 1-alfa (EF1- a) (Van
Niekerk et al. 2004; Phillips et al. 2005) y la B-tubulina (Slippers et al. 2004a; Urbez-Torres et
al. 2006b). Las filogenias mas recientes de Botryosphaeriaceae se basan en cladogramas de
una o mas secuencias de datos moleculares, sustentados siempre por los caracteres
morfoldgicos (Van Niekerk et al. 2004; Phillips et al. 2005). Los marcadores moleculares
basados en la repeticion de secuencias cortas (SSR) y en la amplificacion al azar de
polimorfismos de ADN (RAPD, random amplified polymorphic DNA) también estan dando
resultados prometedores en la diferenciacion de especies cripticas de Botryosphaeriaceae (De
Wet et al. 2000; Slippers 2003). Otras técnicas aplicadas para la identificacion de las especies
de la familia son los cebadores especificos y las enzimas de restriccion que tienen como
objetivo disponer de una herramienta rapida y efectiva (Alves et al. 2005; Slippers y Wingdfield
2007). Sin embargo, las regiones génicas estudiadas hasta el momento no son adecuadas para

distinguir entre todas las especies de Botryosphaeriaceae.

Las especies de la familia Botryosphaeriaceae se distribuyen en zonas de climas
templados y tropicales alrededor del planeta, encontrandose en numerosas monocotileddneas,
dicotiledéneas y gimnospermas (Barr 1972). En la actualidad se cree que la mayoria de las
especies de Botryosphaeriaceae, si no todas, podrian tener una fase endofitica (Slippers y
Wingfield 2007). Sus especies se han descrito, generalmente, como saprofitas y ocasionalmente
parasitas (Smith et al. 1996), pudiendo causar chancros, decaimiento y otras enfermedades en
hospedadores lefiosos (Michailides 1991; Phillips 2000; Denman et al. 2003; Slippers et al.
2004a). En los Udltimos ocho afios, numerosos estudios han encontrado ejemplares de
Botryosphaeriaceae en Vitis vinifera (Castillo-Pando et al. 2001; Phillips 2002; Van Niekerk et al.
2004; Luque et al. 2005; Urbez-Torres et al. 2006a; Urbez-Torres et al. 2006b; Savocchia et al.

2007; Urbez-Torres et al. 2007), asi como sobre especies de Quercus (Sanchez et al. 2003;
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Alves et al. 2004; Linaldeddu et al. 2007), Pinus L. (Burgess et al. 2004), Araucariaceae
(Slippers et al. 2005), Mirtaceae (Pavlic et al. 2004; Slippers et al. 2004b; Barber et al. 2005;
Burgess et al. 2006; Pavlic et al. 2007), Proteaceae (Swart et al. 2000; Denman et al. 2003) y
Rosaceae (Slippers et al. 2007). Durante algun tiempo se ignord la posible relacion de algunas
de las especies de Botryosphaeriaceae con los sintomas del decaimiento en vid aunque hace
mas de una década que algunas de ellas habian sido descritas en este huésped (Phillips 1998),
(Phillips 2002). Phillips (2002) identificé cinco especies de Botryosphaeriaceae asociadas a
enfermedades de madera de la vid en Portugal. Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels)
Crous, Slippers & A.J.L. Phillips resultoé ser la especie de mas amplia distribucion, sequida de
Di. seriatay N. luteum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, y las menos
comunes, Di. mutilay B. dothidea (Phillips 2002). En la RepuUblica Sudafricana, Van Niekerk et
al. (2004) identificaron nueve especies del género sobre vid: Neofusicoccum australe (Slippers,
Crous & M.J. Wingf.) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, N. /uteum, Di seriata, N. parvum,
Lasiodjplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.,, Djplodia porosum Niekerk & Crous,
Neofusicoccum viticlavatum (Niekerk & Crous) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, Neofusicoccum
vitifusiforme (Niekerk & Crous) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips y Dijplodia sp. Los dos aislados
de esta Ultima especie corresponden en realidad a Dothiorella viticola A.J.L. Phillips & Luque,
descrita como una nueva especie por Lugue et al. (2005). En California, se han identificado
hasta nueve especies de Botryosphaeriaceae asociadas al decaimiento de vides: Di mutila,
Di. seriata, Do. viticola, B. dothidea, “ Botryosphaerid' iberica A.J.L. Phillips, Luque & Alves ,
L. theobromae, N. australe, N. luteumy N. parvum (Urbez-Torres et al. 2006b; Urbez-Torres et

al. 2007).

La caracterizacion patogénica de las especies de Botryosphaeriaceae se ha visto
dificultada, a su vez, por la complicada taxonomia del género (Phillips 2002). En un trabajo
sobre la virulencia de varios aislados de Botryosphaeriaceae de vid en Portugal, se define por
primera vez a B. dothidea como patdgeno de vifia (Phillips 1998), aunque posteriormente se vio
que algunos de estos aislados correspondian en realidad a M. parvum (Alan Phillips, com.

pers.). En un articulo posterior, Phillips (2002) considerd N. parvum como uno de los agentes
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causales responsables del decaimiento de la vid. Van Niekerk et al. (2004) realizaron tres tipos
diferentes de inoculaciones con aislados sudafricanos de Botryosphaeriaceae, entre los que
destacaron N. parvumy N. australe por causar las lesiones mas importantes. Otro hongo de la
familia, aislado en multiples ocasiones y asociado a decaimiento en madera de vid en Europa,
Australia, Sudafrica y EE.UU., es Di. seriata (Urbez-Torres et al. 2006b). La patogenicidad de
este hongo es un tema que genera controversia. Larignon y Dubos (2001) asociaron
directamente a Di seriata con sintomas de la enfermedad del brazo muerto en vifiedos
bordeleses y se considera como patdgeno virulento en Chile, Australia y Sudafrica (Urbez-
Torres et al. 2006b). Sin embargo, otros estudios lo han calificado como patdgeno débil en
Portugal (Phillips 1998; Phillips 2002) e incluso como un parasito secundario o saprofito en el
oeste australiano (Taylor et al. 2005). Lehoczky (1974) asocié Di. mutila con los sintomas del
BDA, sin embargo, los estudios posteriores han quitado protagonismo a este hongo como
agente causal del BDA. Aunque los estudios de patogenicidad que se han realizado con esta
especie son escasos, esta considerada como un patdgeno de vid potencialmente importante

(Van Niekerk et al. 2004).

Las especies de la familia Botryosphaeriaceae han despertado un notable interés
cientifico y gran cantidad de equipos de investigacion estan realizando muestreos sobre
extensas areas para aislar e identificar las especies de la familia. Este intenso trabajo esta
dando sus frutos y cada vez es mayor el conocimiento que se tiene de las especies de
Botryosphaeriaceae. Sin embargo, todavia es preciso realizar investigaciones en numerosos

campos para conseguir un control eficaz de estos patdgenos.
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OBIJETIVOS

Este trabajo ha tenido como finalidad el estudio de las especies de la familia
Botryosphaeriaceae presentes en la vid en Catalufia. Para abordar este objetivo global, se
estudio la etiologia de las enfermedades causadas por estos hongos y otros aspectos de su

biologia mediante los siguientes objetivos:

1. Aislar e identificar las especies de Botryosphaeriaceae procedentes de vides catalanas

empleando métodos morfoldgicos y moleculares.

2. Desarrollar una técnica molecular para la identificacion de las especies de
Botryosphaeriaceae que pueda ser empleada en la deteccion rapida y rutinaria de dichas

especies.

3. Evaluar la capacidad de distintas especies de Botryosphaeriaceae para producir

sustancias fitotoxicas en condiciones de laboratorio controladas.

4, Estudiar la patogenicidad de diferentes especies y aislados de Botryosphaeriaceae en

plantas jovenes de vid.

5. Estudiar el caracter patogénico de especies de Botryosphaeriaceae en diferentes

variedades de uva y portainjertos utilizados cominmente en Catalufia.

6. Evaluar la susceptibilidad de especies vegetales acompafiantes de la vid, tanto de

interés agrondmico como especies naturales de ambito mediterraneo, a la infeccion con

especies de Botryosphaeriaceae patdgenas de la vid.

7. Analizar la influencia del estrés hidrico sobre la virulencia de Neofusicoccum parvum y

la susceptibilidad de la vid al patdgeno.
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RESUMEN

Entre 2003 y 2005 se llevd a cabo un muestreo en vifledos catalanes para caracterizar las
enfermedades de madera presentes en vides adultas. En el estudio se estableci6 la relacién entre los sintomas externos
e internos de las plantas y la micoflora asociada. Se observd que la concurrencia de dafios internos de distintas
enfermedades (yesca, eutipiosis y BDA [ black dead arm]) en una misma planta es muy frecuente (44%), lo que dificulta
el diagndstico de las enfermedades. Los resultados también sugieren que la apoplejia parece afectar a plantas con gran
cantidad de tejidos necréticos o alterados no funcionales, independientemente de que sean lesiones asociadas a la
yesca. En estos muestreos se aislaron hasta nueve especies de hongos con una elevada frecuencia. Las mas comunes
fueron Phaecomoniella chlamydospora, asociada fundamentalmente a punteaduras necréticas y veteado pardo,
Fomitiporia mediterranea, asociada a pudricion blanda y Eutypa /ata asociada a necrosis sectorial. Distintas especies de
Botryosphaeriaceae se encontraron, en una proporcion también alta, asociadas principalmente a las necrosis sectoriales
y centrales. Se identificaron un total de seis especies dentro de esta familia; de mayor a menor frecuencia: Djplodia

seriata, Neofusicoccum parvum, Dothiorella viticola, Botryosphaeria dothidea, N. luteumy N. vitifusiforme.
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1 Introduccion

1.1 INTRODUCCION

En los ultimos afios, debido principalmente a la prohibicion del arsenito sodico, se
ha apreciado un aumento de la incidencia de las enfermedades de madera de la vid (Mugnai et
al. 1999). Las enfermedades de planta adulta mas conocidas son la yesca, la eutipiosis y el BDA
(black dead arm o enfermedad del brazo muerto). De la yesca se reconoce una fase cronica, de
evolucion lenta, y una fase aguda o apoplejia, que causa la seca rapida de la planta (Mugnai et
al. 1999). La expresion externa de los sintomas de la fase crdnica se asocia a lesiones foliares
caracteristicas, con clorosis y necrosis internerviales. Internamente, se relaciona con lesiones
como punteaduras necréticas, veteado pardo, necrosis irregulares y pudricion blanda (Mugnai
et al. 1999). La pudricion se asocia principalmente a especies del género Fomitiporia y otros
basidiomicetos (Fischer 2006), hongos secundarios ayudados por la accion de los patdgenos
vasculares primarios Phaeomoniella chlamydosporay Phaeoacremonium spp. (Larignon y Dubos
1997). La eutipiosis, causada por Eutypa lata, se caracteriza por un crecimiento reducido de los
sarmientos y la presencia de hojas clordticas. A nivel interno, se expresa como una necrosis en
forma de V en cortes transversales de troncos y brazos afectados (Mateo y Yoller 1994; Chapuis
et al. 1998). El BDA, relacionado con diversas especies de Botryosphaeriaceae, se asocia a una
gran variedad de sintomas externos e internos, no especificos y ya descritos para otras
patologias de madera (Van Niekerk et al. 2006). Segun Larignon y Dubos (2001), la
sintomatologia externa puede ser confundida con la yesca. Sin embargo, otros autores
relacionan el BDA con un crecimiento reducido y, en una fase avanzada, con la muerte del
brazo, como ocurre en el caso de la eutipiosis (Castillo-Pando et al. 2001). A nivel interno, el
BDA se relaciona habitualmente con la existencia de una necrosis en forma de V, tal como
ocurre en la eutipiosis. En la practica, la eutipiosis y el BDA presentan multiples similitudes, de
forma que ambas enfermedades sélo pueden diferenciarse con el aislamiento e identificacion

del agente causal (Castillo-Pando et al. 2001; Van Niekerk et al. 2004; Taylor et al. 2005).
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1 Sintomas y especies flingicas asociadas

A pesar de que la vitivinicultura es fundamental en la economia agraria espafiola,
el conocimiento a cerca del decaimiento de las vides y de los patdgenos flingicos asociados es
mas bien escaso en nuestro pais. En la Ultima década, se han llevado a cabo diversos estudios
sobre la incidencia de estas patologias en Espafia (Armengol et al. 2001a, Armengol et al.
2001b; Armengol et al. 2002; Garcia et al. 2005; Aroca et al. 2006; Giménez-Jaime et al. 2006;
Urbez-Torres et al. 2006a). Este estudio pretende caracterizar las enfermedades de madera
presentes en vid adulta en Cataluia, con el fin de establecer la relacion existente entre los

sintomas externos e internos de las distintas enfermedades y la micoflora asociada.

1.2 MATERIAL Y METODOS

Entre los afios 2003 y 2005, se visitaron 79 vifiedos en 59 fincas con sintomas de
enfermedades de madera. Los puntos de muestreo visitados se encuentran en la region central
catalana (D.O. Penedés y zonas vecinas), las D.O. tarraconenses Montsant, Priorat, Tarragona y
Terra Alta, y la D.O. Emporda (Tabla 1.1). Las visitas fueron guiadas por técnicos del DAR (Dep.
Agricultura, Alimentacio i Accio Rural) de la Generalitat, que previamente habian realizado
prospecciones del terreno para localizar los vifiedos afectados. Los muestreos se llevaron a
cabo en dos periodos del afio: en primavera tardia (mayo y junio), cuando los sintomas de
eutipiosis son mas evidentes, y entre julio y agosto, época mas apropiada para la deteccion de

las plantas afectadas por yesca. Por periodos, se recogieron 97 muestras entre mayo y junio y

Tabla 1.1 NUmero de fincas y de muestras tomadas en los distintos periodos y zonas viticolas prospectadas.

Fincas Plantas Restos de

Zona viticola muestreadas muestreadas poda ? Periodos
D.0. Conca de Barbera 1 4 0 May-03
D.O. Emporda 5 19 3 May-Jun-05
D.0O. Montsant 4 9 2 Jun-03, Jul-04
D.O. Penedes 27 88 9 May-Jun-Jul-Ago-03 y 04
D.O. Pla del Bages 1 3 0 Jul-04
D.O. Priorat 1 3 0 Jun-03
D.O. Tarragona 1 5 1 Jun-03
D.O. Terra Alta 14 41 9 Ago-03, Jun-Jul-04
Otras zonas no D.O. 5 20 2 Jun-03, Jun-Jul-04

@ Ndmero de puntos en los que se recogieron restos de poda
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1 Material y Métodos

95 durante julio y agosto. El nimero total de plantas muestreadas fue de 192, pertenecientes a
18 variedades de uva y 3 portainjertos diferentes. De cada planta muestreada se anotaron los
sintomas externos en sarmientos y hojas. Las plantas con pocos brotes, sarmientos de escaso
desarrollo, hojas pequefas y clordticas se diagnosticaron como afectadas por eutipiosis/BDA,
debido a que estas dos patologias muestran unos sintomas externos e internos dificiles de
diferenciar. Aquellas con hojas de normal desarrollo y lesiones internerviales bordeadas por una
franja rojiza o amarillenta se clasificaron como afectadas de yesca. Se establecié una categoria
diferente para las plantas afectadas de apoplejia (brotadas y posteriormente colapsadas). Se
definié una cuarta categoria para las plantas que no fue posible clasificar en alguna de las
patologias anteriores o que presentaban sintomas de varias de ellas, y que fueron catalogadas

como dudosas.

A continuacion se anotaron los sintomas internos de las plantas afectadas que
presentaron lesiones en la madera como necrosis sectorial, necrosis central, punteaduras
necroticas o veteado pardo y pudricion blanda (ver Figura 1.4). Se tomaron muestras de
madera de las distintas partes afectadas, brazos y/o tronco, para llevar a cabo un examen mas
profundo en el laboratorio y realizar los aislamientos fingicos. En el vifledo también se
recogieron fragmentos de vid esparcidos por el suelo y procedentes de la poda, para la
busqueda de cuerpos fructiferos de los hongos. Las muestras, convenientemente identificadas,

se almacenaron a 4° C y fueron procesadas en las 72 horas siguientes a su recoleccion.

En el laboratorio se realizaron cortes longitudinales y transversales de los tejidos
vegetales infectados y se recuperaron pequefios fragmentos de cada tipo de lesidon. Los
fragmentos se esterilizaron en superficie por inmersion en alcohol al 70%, durante 4 minutos,
y, posteriormente, se dejaron unos segundos sobre papel de filtro para eliminar el exceso de
alcohol. Tras ello, se sembraron en medio nutritivo PDA (Potato Dextrose Agar, Difco
Laboratories, Detroit, Michigan, EE.UU.) suplementado con sulfato de estreptomicina (100

unidades/ml) (Johnston y Booth 1983). Las placas se mantuvieron a 25° C, controlando a diario
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el desarrollo de las colonias flngicas hasta obtener cultivos puros de las especies de interés.
Los restos de poda recuperados en campo se examinaron bajo la lupa para localizar los cuerpos
fructiferos de los hongos relacionados con las patologias de la madera y, con ayuda de un
microscopio Optico, se realizaron aislamientos monosporicos siguiendo la metodologia de
Johnston y Booth (1983). La identificacion de las especies de Botryosphaeriaceae recuperadas
se realizd combinando el estudio morfolégico de los aislados con técnicas moleculares. El
procedimiento seguido para la identificacion de estos aislados se describe ampliamente en el
capitulo 2. Los aislados flngicos obtenidos entraron a formar parte de la coleccidon de hongos
del IRTA. Para ello, se le asigné un nimero de coleccion a cada uno de ellos y se prepararon
dos tubos de agar inclinado con PDA y dos de agua estéril con fragmentos de micelio. Estos

tubos se almacenaron en una camara frigorifica a 4° C hasta su posterior uso.

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Sintomatologia de las enfermedades de madera

Los vifiedos prospectados se distribuyen en un amplio rango de edades,
correspondiendo el 75% de ellos a los niveles intermedios de edad, de 11 a 25 afos (Figura
1.1a). El 63% de los vifiedos muestreados estaban conducidos en emparrado y el 37% restante
en vaso. En cuanto a las variedades muestreadas, se aprecia la importancia de la uva blanca en
las zonas visitadas, con un 57% frente al 43% de tintas, debido al muestreo de importantes
zonas productoras de cava (Penedés) (Figura 1.1b). Las variedades blancas principalmente
muestreadas correspondieron, en orden decreciente, a Macabeo, Xarel:lo, Parellada y
Chardonnay. Las variedades tintas estuvieron representadas principalmente por Tempranillo,
Garnacha tinta, Cabernet-Sauvignon y Carifiena. Entre el resto de variedades de uva
muestreadas aparecen Aledo, Chenin, Garnacha blanca, Don Mariano, Garnacha peluda, Merlot,
Pinot Noir, Sauvignon blanco, Semillon y Syrah. Las variedades de portainjerto mayoritarias
fueron R110 y 41B, de un total de 10 portainjertos muestreados, entre los que figuran 161-49C,

3309C, 420A, Fercal, P1103, R-Lot, Ru140 y SO4.
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Figura 1.1 Distribucion de los vifiedos muestreados segln el rango de edades (@) y el porcentaje de

las variedades de uva muestreadas (b).

En campo se detectaron tres sintomatologias diferentes relacionadas con el

decaimiento de la vid: eutipiosis/BDA (Figuras 1.2 a-b), yesca (Figuras 1.2 c-d) y apoplejia

(Figura 1.2 e-f). De acuerdo con los sintomas externos observados en campo, la patologia
detectada con mayor frecuencia fue la eutipiosis/BDA, con un 58% de incidencia media. Esta
enfermedad se observd con mayor frecuencia durante los meses de mayo-junio (85%),

afectando por igual a variedades tintas y blancas (Figura 1.3 a-b). La yesca se detectd

preferentemente en el segundo periodo (julio-agosto), con una incidencia del 19% (Figura
1.3a). La yesca y la apoplejia resultaron estar menos extendidas que la eutipiosis/BDA, aunque
fueron ligeramente mas abundantes en las variedades blancas (Figura 1.3b). El resto de

observaciones se dividieron en plantas no relacionadas con una patologia concreta (1%),
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plantas muertas (5%) y plantas que combinaron tanto sintomas de eutipiosis como de yesca en

el mismo individuo (3%).

Figura 1.2 Sintomas caracteristicos de la eutipiosis/BDA: crecimiento reducido con hojas pequefias y

cloréticas (), brazo izquierdo de la cepa con escasos sarmientos y hojas pequefias y brazo derecho
muerto (b). Sintomas caracteristicos de la yesca: necrosis foliares en variedad de uva tinta (c) y blanca
(d). Plantas afectadas por un fendmeno de apoplejia transcurridos 2 6 3 dias (e), tras mas de una

semana (f).
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Figura 1.3 Porcentaje de incidencia de las enfermedades de madera segln los periodos de muestreo
(Periodo 1: mayo-junio, Periodo 2: julio-agosto y Total) (a) y sobre las distintas variedades de uva

(b). La categoria “Otros” agrupa a las plantas de sintomatologia dudosa y a las plantas muertas.

En cuanto a los sintomas internos, se observaron cuatro tipos distintos de lesiones
en la madera: necrosis sectorial, necrosis central, punteaduras necréticas en los vasos y

pudricién blanda (Figura 1.4 a-d).

Figura 1.4 Distintos tipos de lesiones de la madera: necrosis sectorial (@), necrosis central (b),

punteaduras (c) pudricion blanda (d).
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Figura 1.5 Ejemplos de la concomitancia de los sintomas internos. NC: necrosis central, PV:

punteaduras, PB: pudricion blanda y SC: necrosis sectorial.

La principal caracteristica en las vides muestreadas fue la coincidencia de varias
lesiones internas en una misma planta (Figura 1.5). Un 44% de las plantas muestreadas
(n = 84) mostraron sintomas internos relacionados potencialmente con las tres principales

patologias de la vina, eutipiosis/BDA y yesca.

En la Tabla 1.2 se muestra la relacién entre los sintomas externos e internos. Un
38% de las plantas catalogadas en campo como afectadas de eutipiosis/BDA presentaron,
ademas de la necrosis sectorial tipica de esta afeccion, algin tipo de lesién interna asociada a la
yesca. En el caso de las plantas afectadas de yesca, un 47% presentd alguno de los tres
sintomas internos de esta patologia combinados con necrosis sectorial. Para las plantas
apopléjicas, el porcentaje de sintomas concomitantes de eutipiosis/BDA y yesca se elevd al
62%. De las 26 plantas apopléjicas, cinco de ellas mostraron exclusivamente lesiones
sectoriales, tipicas de la eutipiosis/BDA, cuando, en la bibliografia, esta muerte slbita se
relaciona con la yesca. En 24 plantas (13%), los sintomas internos no coincidieron con la
diagnosis visual realizada en campo. Dos de estas plantas mostraron sintomas externos de
yesca pero internamente solo presentaron necrosis sectoriales, mientras que 17 plantas con
crecimiento reducido y clorosis, asociables a eutipiosis/BDA, mostraron exclusivamente lesiones

tipicas de yesca en madera.
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Tabla 1.2 Porcentaje de las distintas lesiones internas en relacion a la sintomatologia

externa diagnosticada en campo.

Lesiones internas

sc? PV®, NC¢, PB ¢
Eutipiosis/BDA (n= 111) 46 | 16
38
Yesca (n = 37) 6 | 47
47
Sintomatologia o _ 0 0
externa Eutipiosis/BDA + Yesca (n = 5) 1(|)0
Apoplejia (n = 26) 19 | 19
62
Muertas o dudosas (n = 13) 15 | 46
38

2 Necrosis sectorial. ® Punteaduras. ¢ Necrosis central. ¢ Pudricién blanda

Porcentaje de plantas que presenta exclusivamente necrosis sectorial, asociada a eutipiosis y BDA

Porcentaje de plantas con lesiones exclusivamente asociadas a yesca

Porcentaje de plantas con lesiones de ambas patologias

El 45% de las plantas diagnosticadas como afectadas de eutipiosis/BDA mostraron
al menos dos tipos diferentes de lesiones en madera (Figura 1.6). En los casos de yesca,
eutipiosis/BDA+yesca y apoplejia, el porcentaje de plantas con dos o mas lesiones distintas fue
del 80%, 100% y 81%, respectivamente. En términos globales, el 63% de las plantas

muestreadas mostraron al menos dos tipos diferentes de lesiones internas.

1.3.2 Hongos asociados a las lesiones de madera

A partir de las muestras de madera infectada que se recolectaron, se realizaron
unos 1.450 aislamientos: 657 a partir de muestras con necrosis sectorial, 314 con punteaduras,
297 con otro tipo de necrosis y 187 con pudricion blanda. Aproximadamente, el 70% de los
aislamientos dieron resultado positivo (al menos un hongo aislado) y se obtuvieron unos 500
aislados fungicos. De estos aislados, 236 procedieron de necrosis sectorial, 104 de punteaduras,
97 de diferentes necrosis y 65 de madera podrida (Tabla 1.3). Los aislamientos a partir de
brazos resultaron mas frecuentes que los de tronco (78 frente a 22%). De los cuerpos
fructiferos observados a la lupa, se obtuvieron 36 aislamientos positivos correspondientes a

restos de poda (52%), brazo (36%) y tronco (11%).
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Figura 1.6 Porcentaje de plantas con un nimero de lesiones internas diferentes en relacién a los

cuatro categorias de sintomas externos que se diagnosticaron en campo.

Tabla 1.3 Porcentaje de aislamiento de especies fungicas a partir de las diferentes lesiones internas y de

los cuerpos fructiferos.

's\l:cctr:r?ai)sl Punteaduras hi(z%rt?;ils Pudricién blanda frcl,|uc?|’rf2?§s

Botryosphaeria dothidea 0 <1 1 0 6
Diplodia seriata 45 8 21 12 50
Dothiorella viticola <1 0 0 0 11
Neofusicoccum parvum 7 2 3 0 8
Otras Botryosphaeriaceae 3 0 2 0 0
(M. luteumy N. vitifusiforme)

Total Botryosphaeriaceae 56 11 27 12 75
Eutypa lata 23 2 10 8 0
Fomitiporia mediterranea 1 <1 5 54 0
Phaeoacremonium aleophilum 1 4 12 <2 0
Phaeomoniella chlamydospora 6 73 25 12 0
Otras especies flngicas 16 15 21 12 25

El desajuste en el sumatorio de los porcentajes se debe a la eliminacion de los decimales

37



1 Resultados

En cuanto a las especies aisladas de las diferentes lesiones, Dijplodia seriata se
recupero a partir de todas las lesiones internas, siendo predominante su presencia en las zonas
necroticas y, particularmente, en las necrosis sectoriales (45%) (Tabla 1.3). De las necrosis
sectoriales también se aislo, en segundo término, Eutypa lata (23%), y el resto de taxones de
Botryosphaeriaceae alcanzd, en conjunto, el 11%. Phacomoniella chliamydospora fue
predominante en las punteaduras vasculares y el veteado pardo, como indica el 73% de
aislamiento, seguido con porcentajes muy inferiores por Di seriata y Phaeoacremonium
aleophilum. La necrosis central se asocid a una numerosa variedad de especies fungicas, sin
gque destaque una especie predominante. Las especies aisladas con mayor frecuencia de este

tipo de lesiones fueron Pa. chlamydospora, Di. seriata, Pm. aleophilum, y E. lata. De este tipo

de necrosis se aislaron otros 10 taxones con frecuencias iguales o inferiores al 2%. La especie
predominantemente aislada de la pudricion blanda fue Fomitiporia mediterranea M. Fisch.
También se aislaron otros hongos de este tipo de lesion (como ejemplo, Di. seriata, E. latay

Pa. chlamydospora) aunque siempre con frecuencias inferiores al 13%.

El 75% de los cuerpos fructiferos examinados en la superficie de brazos, troncos y
restos de poda correspondid a especies de Botryosphaeriaceae. Djplodia seriata fue la especie
mas abundante, con un 50% de las observaciones, sequida de Dothiorella viticola con un 11%.
En una proporcion menor se observaron Neofusicoccum parvum (8%) y Botryosphaeria
dothidea (6%). De las otras especies aisladas, Cryptovalsa ampelina (Nitschke) Fuckel se
detectd en el 17% de los casos y Phomopsis viticola en el 6%. En los cuerpos fructiferos
analizados se hallaron fundamentalmente hongos en fase anamodrfica, a excepcién de
C. ampelina y de los teleomorfos “B.” parva (Caldes de Montbui, Barcelona, sobre brazo) y

“B." viticola (Vimbodi, Tarragona, sobre restos de poda), ambos en una Unica ocasion.

Las especies de Botryosphaeriaceae supusieron el 41% de todos los aislados. De

los 204 aislamientos positivos de esta familia se identificaron seis especies: B. dothidea,

38



1 Sintomas y especies flingicas asociadas

Tabla 1.4 Porcentaje de aislamiento de especies de Botryosphaeriaceae en relacion a la parte de la

planta muestreada.

Brazo Tronco Sarmiento Total
Botryosphaeria dothidea <2 <3 0 2
Diplodia seriata 84 63 64 79
Dothiorella viticola <1 0 29 <3
Neofusicoccum luteum 0 <3 0 <1
Neofusicoccum parvum 12 29 7 15
Neofusicoccum vitifusiforme 0 <3 0 <1
Otras Botryosphaeriaceae 1 0 0 1

El desajuste en el sumatorio de los porcentajes se debe a la eliminacion de los decimales

Di. seriata, Do. viticola, N. luteum, N. parvum, y N. vitifusiforme. Djplodia seriata fue la especie
mayoritaria (79%), seguida de M. parvum (15%), mientras el resto de especies se aislaron, en
cada caso, en una proporcion inferior al 3% (Tabla 1.4). En cuanto a la zona de la planta
analizada, Di. seriata se recuper6 en una proporcion alta en tronco, brazo y sarmiento.
Neofusicoccum parvum se aisld preferentemente de tronco, mientras que Do. viticola se

encontrd principalmente en sarmiento, concretamente en restos de poda.

1.4 DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio confirman la presencia de las tres

principales enfermedades de madera de la vid en Cataluia: yesca, eutipiosis y BDA.

Segun Larignon y Dubos (2001), el BDA muestra sintomas foliares similares a la
yesca aunque otros autores han expresado sus dificultades para distinguirlo de la eutipiosis
(Castillo-Pando et al. 2001; Van Niekerk et al. 2004; Urbez-Torres et al. 2006b). Las plantas
afectadas por eutipiosis suelen presentar brazos con un nimero escaso de sarmientos, que
tiende a reducirse afo tras afio para acabar con la muerte total del brazo (Moller y Kasimatis
1981). La enfermedad del BDA provoca igualmente un crecimiento reducido y la muerte del
brazo en un plazo mas o menos largo de tiempo (Castillo-Pando et al. 2001). A nivel interno,
uno de los sintomas descritos para el BDA, es la necrosis sectorial en forma de V, que también

es compartido por la eutipiosis. La similitud de sintomas entre eutipiosis y BDA y la ausencia
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de las necrosis foliares del BDA apuntadas por Larignon y Dubos (2001) en las plantas
muestreadas no ha permitido definir categorias exclusivas para estas patologias. A pesar de
que la sintomatologia externa e interna no muestra sintomas diferenciadores entre eutipiosis y
BDA, la mejor evidencia de la existencia de BDA en los vifiedos catalanes es la alta frecuencia
con que se aisla uno de sus agentes causales, Di. seriata. Dadas las similitudes entre ambas
patologias, seria necesario investigar mas a fondo la expresion de los sintomas de ambas

patologias en plantas afectadas.

La division de los muestreos en dos periodos resultd adecuada para la deteccion
externa de los dos principales conjuntos de sintomas, eutipiosis/BDA y yesca. La eutipiosis o el
BDA fueron detectados de forma mas frecuente en mayo y junio, mientras que la yesca lo fue
en los meses de julio y agosto. El tipo de muestreo realizado, al ser dirigido y no planeado al
azar, no nos permite establecer cudl es la incidencia real de las distintas enfermedades en
Catalufia. Sin embargo, pareceria que las patologias asociadas a la muerte de brazos son las

mas abundantes en las zonas visitadas.

Durante el verano se observd un aumento considerable de las muertes por
apoplejia. Estos episodios de apoplejia o colapso ocurren principalmente durante los meses
centrales del verano, cuando la planta demanda una mayor cantidad de agua (Garcia et al.
2005). En la bibliografia, este fendmeno se asocia principalmente al mal de la yesca en su
evolucién rapida o fase aguda (Mugnai et al. 1999; Surico et al. 2006). En nuestro estudio, las
plantas apopléjicas mostraron, en seccion transversal de brazos y troncos, un porcentaje muy
elevado de tejidos muertos o no funcionales. Ademds, estas plantas presentaron
frecuentemente necrosis sectoriales que se asocian a otras patologias, como la eutipiosis y el
BDA. Este dato parece indicar que la seca rapida de una vid no es un sintoma especifico de la
yesca, sino la consecuencia de tener, en periodos de gran demanda hidrica, parte de los tejidos

conductores atrofiados, sea cual sea la patologia que lo cause. Para resolver esta cuestion seria
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preciso llevar a cabo nuevas investigaciones que aclaren cdmo se relacionan el porcentaje de

madera no funcional y el estrés hidrico con la apoplejia.

La concomitancia de varios sintomas internos en una misma planta ya fue citada
por Mugnai et al. (1999). Estos autores observaron que plantas afectadas de yesca podian
presentar distintas lesiones en la madera que eran visibles conjuntamente o que se sucedian en
el tiempo unas a otras. En primer lugar aparecen unas punteaduras oscuras que tienden a
confluir dando lugar a una necrosis central. Finalmente la madera pierde su consistencia dura y
se degrada en una masa blanda de tonos amarillentos, lo que cominmente se conoce como
pudricién blanda (Mugnai et al. 1999). Por tanto, la yesca agruparia tres de las cuatro lesiones
observadas en la madera. El cuarto tipo de lesion, la necrosis sectorial, se asocia en la
bibliografia tanto a la eutipiosis (Chapuis et al. 1998) como a la enfermedad de la muerte del
brazo (Van Niekerk et al. 2002), lo que se resuelve tan sélo con el aislamiento del agente

causal.

En nuestro muestreo, el alto porcentaje de plantas que combinaron la presencia de
una necrosis sectorial con el resto de lesiones tipicas de yesca indica que, con frecuencia, las
distintas enfermedades pueden ocurrir de forma concomitante sobre una misma planta. Por
tanto, a nivel general, no se puede asociar exclusivamente un tipo de lesion interna con una
Unica enfermedad. La concurrencia de yesca y eutipiosis ya se ha mencionado con anterioridad
(Minervini y Bisiach 1995; Mugnai et al. 1999), aunque en ninguno de los trabajos consultados
se citan datos cuantitativos. La presencia de varias enfermedades en una misma planta puede
deberse a diversos eventos infectivos a través de las heridas de poda y otras heridas causadas
a la planta durante el cultivo. Muchos de los patdgenos relacionados con el decaimiento de
vides tienen una dispersion aérea y su via habitual de entrada en la planta son las heridas
producidas en la poda (Carter 1988; Mugnai et al. 1999; Surico et al. 2006; Van Niekerk et al.

2006).
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Los aislamientos flngicos a partir de la madera infectada indican una cierta
relacion entre el tipo de lesidén y el hongo aislado. Asi por ejemplo, Di. seriata y E. lata se
obtienen principalmente de las necrosis en forma de V. En la bibliografia se menciona que los
danos producidos internamente por ambos hongos son visualmente indistinguibles (Gubler et
al. 2005). El hongo mas abundante en nuestras lesiones fue Di. seriata, aproximadamente el
doble de frecuente que £ /ata. En ocasiones, ambas especies se aislaron de una misma
seccion. A la luz de estos resultados, parece que la enfermedad del BDA es mucho mas
abundante que la eutipiosis en Catalufa. En Francia, Larignon y Dubos (1997) aislaron mas
frecuentemente £ /ata a partir de las necrosis sectoriales que cualquier otra especie de
Botryosphaeriaceae. Sin embargo, Armengol et al. (2001a) confirmaron la mayor incidencia de
Di. seriata en relacidn a E. /ata en vifedos espanoles. Esto parece sugerir que E£. /ata es
probablemente menos abundante en los paises de clima mediterraneo y mas en las regiones
frias y lluviosas. Este patdgeno parece necesitar lluvias que superen los 350 mm para su
dispersion (Carter 1991; Mugnai et al. 1999), lo que podria explicar su menor incidencia en

lugares de clima mediterraneo.

Phaeomoniella chlamydospora se aisla de las punteaduras necrdticas y el veteado
pardo como hongo mayoritario (73%). Segun la bibliografia, estas punteaduras oscuras, que
pueden aparecer en plantas afectadas de yesca, se relacionan con la actividad de los hongos
Phaeoacremonium aleophilum y Phaeomoniella chlamydospora (Bertelli et al. 1998). Sin
embargo, en nuestro caso el aislamiento de Pm. aleophilum de este tipo de lesiones fue

practicamente residual.

Fomitiporia mediterranea se confirma como el causante de la madera podrida. Los
primeros estudios sobre la etiologia de la yesca que datan de principios del siglo XX,
identificaron a Phellinus igniarius (L.:Fr.) Quélet y Stereum hirsutum como los agentes causales
de esta enfermedad (Chiarappa 1959). En trabajos posteriores en Italia y Francia, se asocid la
tipica pudricion blanda de la yesca casi exclusivamente a A. igniarius ya que el aislamiento de

S. hirsutum era muy infrecuente (Larignon y Dubos 1997). Cortesi et al. (2000) aislaron
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Fomitjporia punctata en un 50% de vides afectadas de yesca en Italia y en ningun caso
P. igniarius. Segun estos autores, es posible que la identificacion del hongo se realizase de
forma incorrecta ya que estas especies son parecidas, diferenciandose en la morfologia de los
cuerpos fructiferos, que ademas son poco abundantes (Cortesi et al. 2000). Fischer (2002),
apoyandose en estudios moleculares, describid una nueva especie especifica de vid que
denomind F. mediterranea, relegando F. punctata a otros huéspedes distintos de Vitis. Nuestros
resultados confirman los datos anteriores, ya que S. Airsutum sdlo se recuperd en una ocasion,

mientras que £. mediterranea se aislé de la madera podrida en un 52% de los casos.

A partir de las necrosis centrales no se aisld una especie mayoritaria sino
numerosas especies, como Di. seriata, Pa. chlamydosporay Phaeoacremonium aleophilum. Se
cree que este tipo de necrosis se generan por la confluencia de las punteaduras (Mugnai et al.
1999) aunque, en la bibliografia, no se asocia especificamente esta lesién con un hongo
concreto (Mugnai et al. 1996; Larignon y Dubos 1997; Mugnai et al. 1999; Serra 1999).
Nuestros resultados parecen confirmar este dato, por lo que las necrosis centrales parecen un

signo inespecifico de distintas afecciones.

Las especies de Botryosphaeriaceae se asocian al BDA en Francia (Larignon et al.
2001) y al decaimiento de vides en Australia (Castillo-Pando et al. 2001) y Sudafrica (Van
Niekerk et al. 2002). Se han identificado cinco especies de la familia Botryosphaeriaceae en
Portugal (Phillips 2002), nueve en la Republica de Sudafrica (Van Niekerk et al. 2004) y nueve
también en California (Urbez-Torres et al. 2006b; Urbez-Torres et al. 2007). En el presente
estudio, se aislaron especies de Botryosphaeriaceae de todas las lesiones catalogadas, aunque
se obtuvieron principalmente de las necrosis sectoriales, seguidas de las centrales. La especie
mas frecuente fue Di. seriata, seguida de N. parvum. Armengol et al. (2001b) también aislaron
Di, seriata en un alto porcentaje de las muestras, un 72%, asociandose también a necrosis
sectorial. De las seis especies identificadas en nuestro muestreo, B. dothidea, Di. seriata,
N. luteum y N. parvum coincidieron con cuatro de las cinco especies de Botryosphaeriaceae

aisladas en Portugal. La quinta especie portuguesa, que no llegd a ser detectada en Catalufia,
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fue Djplodia mutila. Otra de las especies halladas en Cataluia fue Do. viticola, descrita por
primera vez como especie nueva para la ciencia por Luque et al. (2005). Esta especie se
encuentra presente también en Sudafrica, aunque identificada previamente como Djplodia sp.
(Van Niekerk et al. 2004), y en California (Urbez-Torres et al. 2007). Neofusicoccum
vitifusiforme, descrita por primera vez en Sudafrica por Van Niekerk et al. (2004), se aisld tan
s6lo una vez en nuestro muestreo. En las cuatro zonas consideradas, California, Portugal,
Sudafrica y Catalufia, aparecen N. /uteum, Di. seriata'y N. parvum como especies coincidentes.
Diplodia seriata destaca por ser la especie predominante en todas ellas salvo en Portugal, cuya
especie mas comun es N. parvum (Phillips 2002). También se ha confirmado la predominancia
de Di seriata en vifiedos franceses (Larignon y Dubos 2001). En Italia, algunos autores
destacan que la presencia de Botryosphaeriaceae es reducida (Mugnai et al. 1996; Serra 1999),
sin embargo, otros reconocen que se aisla a menudo de cepas afectadas de yesca (Minervini y
Bisiach 1988; Di Marco y Draghetti 1992). Hasta el momento, existen especies de
Botryosphaeriaceae que solo se han aislado en el hemisferio norte (B. dothidea'y Di. mutila) y
otras exclusivamente en el hemisferio sur (Neofusicoccum viticlavatum'y Diplodia porosum). Se
consideraba que N. gustrale y N. vitifusiforme también eran exclusivas del hemisferio sur, sin
embargo, la primera se ha hallado recientemente en California (Urbez-Torres et al. 2006b) y la
segunda en nuestro muestreo. Debido al creciente impacto de las especies de
Botryosphaeriaceae como patdgenos de vid, es necesario seguir muestreando zonas viticolas

para definir, con mayor precision, el mapa de distribucion de todas ellas.

Las fructificaciones de Botryosphaeriaceae se hallaron siempre en tejidos muertos
del huésped ya sea, sobre troncos o brazos afectados o sobre sarmientos procedentes de podas
anteriores y repartidos por el suelo del vifiedo. La especie aislada de forma mayoritaria fue
Di. seriata, que resulta especialmente abundante en los restos de poda. Debido a que esta
especie esta asociada de forma importante con lesiones internas en la planta, los fragmentos
de madera le servirian como refugio, representando una fuente de indculo importante para

nuevas infecciones. La retirada de los fragmentos de poda ya ha sido recomendada
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anteriormente como una buena practica cultural para evitar esta fuente de indculo (Larignon y

Dubos 2001).

Los resultados de este estudio permiten concluir que la concomitancia de sintomas
internos de varias enfermedades de madera sobre una misma planta es frecuente en Cataluia
e impide asociar de forma univoca un sintoma interno con determinados sintomas externos. Sin
embargo si se puede asociar, de forma general, la aparicion de un sintoma interno con la
actividad de un hongo concreto. Esto pone de manifiesto la dificultad de diagnosticar estas
enfermedades en campo si sdlo se consideran los sintomas externos. A la luz de estos
resultados, el BDA, relacionado con diversas especies de la familia Botryosphaeriaceae, resulto

ser la enfermedad de madera de la vifia mas abundante en Catalufia.
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RESUMEN

En este capitulo se ha trabajado en la identificacién, tanto a nivel morfolégico como molecular, de siete
especies de Botryosphaeriaceae aisladas en vid (Botryosphaeria dothidea, Diplodia mutila, Di. seriata, Neofusicoccum
luteun, N. parvum, N. vitifusiformey Dothiorella viticola). Cinco especies pudieron ser identificadas claramente en base
a la morfologia y tamafio de los conidios, aunque las diferencias morfolégicas entre B. dothidea y N. vitifusiforme
fueron muy sutiles y no permitieron separar ambas especies. La identificacion basada en métodos moleculares ayudé a
resolver la ambigliedad entre estas dos especies y confirmd el resto de identificaciones. La filogenia de
Botryosphaeriaceae se realizd en base a las regiones moleculares ITS, EF 1-a y B-tubulina, aunque para su combinacion
fue necesario dividir los aislados en dos grupos, Diplodia/ Lasiodiplodia y Fusicoccum| Neofusicoccum/ Dothiorella. La
identificacion realizada coincidid con otros estudios previos, confirmando asi la adecuada combinacion de la informacion
morfolégica y molecular. Por Ultimo, y con el propésito de conseguir un método de deteccién rutinario para el conjunto
de las especies de Botryosphaeriaceae de vid, se aplicd la técnica de la PCR cooperativa (Co-PCR) y el revelado
colorimétrico con una sonda especifica disefiada por nuestro equipo (Bof). La sonda consiguid identificar de forma
inequivoca al grupo de siete especies de Botryosphaeriaceae de vid. La técnica destacd por su alta sensibilidad y

facilidad interpretativa.
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2.1 INTRODUCCION

Durante décadas, la identificacion de las especies de la familia Botryosphaeriaceae
se ha realizado en base a los caracteres morfoldgicos del anamorfo, debido a la escasez de
teleomorfos en la naturaleza (Shoemaker 1964), a la similitud de éstos Ultimos entre especies
(Denman et al. 2000) y a la imposibilidad de obtenerlos en cultivo (Laundon 1973). Sin
embargo, algunas de las caracteristicas de los anamorfos presentan cierta plasticidad (Laundon
1973; Butin 1993) y pueden mostrar cierto grado de solapamiento entre especies (Slippers et
al. 2004b), dificultando asi su identificacion. En ocasiones, se utilizan caracteres de las colonias,
tales como la morfologia y la tasa de crecimiento miceliar a diferentes temperaturas (Pennycook
y Samuels 1985; De Wet et al. 2003), aunque estos caracteres son validos para especies muy
concretas y no se pueden aplicar de forma general. En consecuencia, la identificacion basada
en caracteres morfoldgicos supone un proceso bastante lento y no siempre exitoso, por lo que,
en los Ultimos afios, se ha recurrido a distintas técnicas moleculares para el estudio de la
taxonomia de estas especies (Slippers 2004b; Van Niekerk et al. 2004; Alves et al. 2005; Phillips
et al. 2005). Los espaciadores internos de transcripcion (ITS) del operdn nuclear del ADN
ribosdbmico han sido aplicados con éxito en la identificacion de clados grandes de
Botryosphaeriaceae (Denman et al. 2000; Slippers et al. 2004b; Phillips et al. 2005). Para
taxones estrechamente relacionados, sin embargo, es necesario combinar la informacion de las
regiones ITS, el factor de elongaciéon 1-a (EF 1-a) y la B-tubulina (Slippers et al. 2004b). Las
filogenias mas recientes de Botryosphaeriaceae se basan en cladogramas de una o mas
secuencias de datos moleculares, sustentadas siempre por los caracteres morfoldgicos (Van

Niekerk et al. 2004; Phillips et al. 2005).

El avance de las técnicas moleculares en los Ultimos afios ha permitido el desarrollo
de métodos mas efectivos para la deteccion de los patdgenos, a menudo basados en la técnica
convencional de la PCR. Un ejemplo de ello es la amplificacion mediante PCR cooperativa (Co-
PCR), técnica que, en una Unica reaccion y mediante la accion combinada de tres o mas

iniciadores, alcanza la sensibilidad de la PCR anidada y reduce asi el riesgo de contaminacién
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(Olmos et al. 2002; Caruso et al. 2003). En los primeros ciclos de la reaccion Co-PCR se
producen tres o mas amplicones mediante la combinacion aleatoria de los iniciadores y, en las
fases subsiguientes, los propios amplicones de pequefio y mediano tamafio sirven de cebadores
para generar el fragmento mayor (Olmos et al. 2002; Caruso et al. 2003). Posteriormente, la
deteccion de los amplicones mediante sondas de hibridacion especificas y marcadas, y el
posterior revelado colorimétrico de los productos, también permite aumentar la sensibilidad de
la deteccion en relacion a los geles de agarosa convencionales, lo que facilita su aplicacion en
los procesos rutinarios de deteccion (Olmos et al. 2002). Estas técnicas combinadas ya han sido
aplicadas con éxito en la identificacion de bacterias, virus y fitoplasmas (Olmos et al. 2002;
Caruso et al. 2003; Bertolini et al. 2007) y ofrecen la posibilidad de ser empleadas con otros

patdgenos vegetales, como por ejemplo los hongos.

En este capitulo se exponen los pasos seguidos para la identificacion de especies
de la familia Botryosphaeriaceae asociadas a la vid. En el proceso de identificacion se
combinaron las herramientas clasicas, como el estudio morfolégico de las estructuras
reproductoras y la tipologia de las colonias, con las moleculares, a partir del analisis de las
regiones ITS, EF1-a y B-tubulina. La informacion extraida de los datos moleculares permitio
reconstruir la filogenia de las especies estudiadas y validar los caracteres morfoldgicos
empleados. Por Ultimo, se trabajo en la identificacion de las especies de la familia
Botryosphaeriaceae con la aplicacion de la Co-PCR y de la hibridacion dot blot. Esta nueva
técnica desarrollada en este trabajo ha permitido a poner a punto un método de deteccion
rapido, de bajo coste y gran sensibilidad para las especies de Botryosphaeriaceae presentes en

vid.

2.2 MATERIAL Y METODOS

2.2.1 Estudio morfoldgico

a) Estructuras reproductoras
La identificacion morfologica de las especies de Botryosphaeriaceae se baso

principalmente en el estudio de las estructuras reproductivas de los anamorfos, en concreto,
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del tipo de conidiogénesis y de los conidios. Se realizd un estudio exhaustivo de 16 aislados de

las siete especies de Botryosphaeriaceae aisladas de vid (Tabla Anexo 2). Los aislados

seleccionados proceden de la Peninsula Ibérica, principalmente de nuestros muestreos de
campo, mas cuatro aislados portugueses cedidos por el Dr. Alan Phillips (Univ. Nova de Lisboa,
Portugal) y un aislado de Dijplodia mutila cedido por el Dr. J. Legorburu (NEIKER, Pais Vasco).
El desarrollo de los cuerpos fructiferos se consiguidé colocando una fraccién de una colonia en
crecimiento activo en una placa Petri con medio agar-agua y con fragmentos de sarmiento de
vid previamente autoclavados. Las placas se incubaron a 25° C y se sometieron a un régimen
de 12 horas de luz y 12 de oscuridad, manteniendo este fotoperiodo durante aproximadamente
un mes, hasta observar la produccion de picnidios sobre los fragmentos vegetales. Transcurrido
este tiempo, se realizaron preparaciones microscdpicas para la observacion de la conidiogénesis
y la medicidon de los conidios. Se midi6 la longitud y anchura de 50 conidios por aislado, que
sirvié para calcular la ratio longitud/anchura, y se estudié su morfologia mediante fotografias

realizadas con un microscopio optico Zeiss Axiophot (Zeiss, Oberkochen, Alemania).

b) Tipologia y crecimiento de las colonias
Para el estudio morfologico de las colonias y de su crecimiento en placa se

emplearon 15 aislados, pertenecientes a siete especies (Tabla Anexo 2). Las placas se

prepararon disponiendo en el centro fragmentos de 5 mm de didametro que se obtuvieron del
margen de una colonia con una edad maxima de 7 dias. Para el estudio de la tipologia, se
sembraron cuatro placas de PDA (Potato Dextrose Agar, Difco Laboratories, Detroit, Michigan,
EE.UU.) para cada uno de los 15 aislados analizados y se incubaron a 25° C, repitiendo el
ensayo una segunda vez. Se siguid el desarrollo de los aislados diariamente, durante 7 dias, y
se anotaron las caracteristicas de las colonias. Los caracteres mas destacados que se
observaron fueron la cantidad y color del micelio formado, el color del reverso de la colonia y la
produccion de pigmentos en el medio. Las observaciones de la coloracion superior e inferior del

micelio se realizaron entre los 2 y 4 dias posteriores a la siembra de la placa.
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Para el estudio del crecimiento de las colonias flngicas, los aislados se incubaron
en tres medios de cultivo diferentes y en un rango de temperatura de 59 C a 35° C, con
intervalos de 5° C. Se realizaron cuatro réplicas por aislado, medio y temperatura, repitiendo el
experimento una segunda vez. Los sustratos empleados fueron medios comerciales: PDA, CMA
(Corn Meal Agar) y MEA (Malt Extract Agar) al 2% (Difco Laboratories, Detroit, EE.UU.). Las
placas se marcaron por el reverso con dos didmetros formando angulo recto y, una vez
sembradas, se incubaron en estufa en el rango de temperaturas indicado anteriormente.
Transcurridos dos dias de la siembra, se tomd medida del crecimiento, desde el centro de la
placa hasta el punto de desarrollo del micelio, utilizando como referencia cada uno de los

cuatro radios marcados en el reverso.

2.2.2 Estudio molecular de las regiones ITS, EF y B-tubulina

a) Aislados fungicos

En el estudio molecular de las especies de Botryosphaeriaceae se emplearon 20
aislados, procedentes de los muestreos de vifiedos realizados por nuestro equipo (Tabla Anexo
2). Para la reconstruccion filogenética también se recopilaron secuencias de GenBank (Nationa/

Center for Biotechnology Information; http://www3.ncbi.nim.nih.gov/Entrez), lo que permitid

ampliar el nimero de aislados estudiados y disponer de una mayor variabilidad genética. Con el
propdsito de aumentar la diversidad genética del estudio, se trabajdé tanto con aislados
obtenidos de vid como de otros hospedadores. Una vez recopilada toda la informacion, se
construy¢ la filogenia del grupo con las secuencias de 40 aislados de 11 especies diferentes.

(Tabla Anexo 2; Tabla Anexo 3).

b) Extraccion de ADN a partir de micelio

El crecimiento de los aislados se llevd a cabo en medio de cultivo PDA durante un
maximo de 7 dias a 25° C. El ADN gendmico se extrajo de micelio fresco siguiendo una
adaptacion del método de Martin et al. (1998), segln se describe a continuacion. Se recogid la

parte aérea de la colonia (entre 20 y 30 mg) y se almacend a -20° C en tubos Eppendorf de 1,5
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ml. En el momento de realizar la extraccion se afiadieron 600 pl de tampdn de lisis (CTAB 2%,
Tris-HCI 100 mM, NaCl 1400 mM, EDTA 20 mM) a cada muestra y se triturd con ayuda de un
micropistilo. La mezcla se calentd al bano Maria a 65° C, durante 40-60 min, para después
centrifugarla a 14.600 g, durante 5 min, a temperatura ambiente. El sobrenadante obtenido se
recuperé con una micropipeta y se transfirid a un tubo nuevo. Se afiadié un volumen de
cloroformo equivalente al obtenido y se mezcldé manualmente hasta obtener una suspension
coloidal. A continuacion, se centrifugd en las mismas condiciones anteriores y se recuperd de
nuevo el sobrenadante, transfiriéndolo a un tubo nuevo. El ADN se precipitd afiadiendo 1,5
volimenes de isopropanol frio (-20° C) y manteniendo la muestra a -20° C, un minimo de 30
min. Tras la centrifugacion de la muestra a 14.600 g durante 30 min, a 4° C, se obtuvo el
precipitado, que posteriormente se limpidé con 200 pl de etanol 70% a -20° C y centrifugacién
en frio a 7.800 g durante 5 minutos. Tras descartar el sobrante de etanol, las muestras se
secaron durante 30 min en una bomba de vacio y, por Ultimo, el ADN recuperado se
resuspendiéo en 100 pl tampdn TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). Para facilitar la
resuspension, las muestras se incubaron a 50° C durante 15 min y posteriormente se

almacenaron a -20° C hasta su utilizacion.

c) Amplificacion de las regiones ITS, EF y B-tubulina

Se amplifico parte del operon nuclear del ARN ribosémico, incluyendo el gen 5.8S,
los espaciadores intergénicos ITS1 y ITS2 y parte de los genes 18S y 28S, mediante los
cebadores ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS4 (5" TCCTCCGCTTATTGATATGC 3)
(White et al. 1990). Para la amplificacion de una parte del gen EF1-a (factor de elongacion) se
emplearon los primers EF1-728F (5 CATCGAGAAGTTCGAGAAGG 3’) y EF1-986R (5’
TACTTGAAGGAACCCTTACC 3") (Carbone et al. 1999). La amplificacion de una parte de la region
del gen de la B-tubulina se realizd mediante los primers Bt2a (5 GGTAACCAAATCGTGCTGCT
TTC 3') y Bt2b (5" ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 3') (Glass y Donaldson 1995). Cada
reaccion se prepard con 1 pl del extracto de ADN, 2 pl de los cebadores correspondientes (10
uM) (TIB MOLBIOL, Berlin, Alemania), 20 ul de Mastermix Eppendorf 2,5X (Eppendorf AG,

Hamburgo, Alemania) y se enrasd a 50 pl con agua estéril HPLC. Las reacciones se realizaron
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en un termociclador 9700 de GeneAmp® PCR System (PE Applied Biosystem, Foster City,
California, EE.UU.). La reaccion de amplificacion del ITS se inici6 con un ciclo de
desnaturalizacién inicial de 3 min a 95° C, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion (20 s a 95°
C), anillamiento (30 s a 55° C) y extension (40 s a 72° C), para acabar con un ciclo de
extension final de 5 min a 72° C. El perfil de temperaturas para la amplificacion de la B-tubulina

y del EF fue idéntico, a excepcion de la temperatura de anillamiento que se realiz6 a 58° C.

d) Purificacion de los amplicones

Los productos obtenidos de las amplificaciones fueron purificados con el kit High
Pure PCR Product Purification (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania). Los amplicones

se purificaron siguiendo las instrucciones del manual suministrado por el fabricante.

e) Secuenciacion de los amplicones

el) Reaccion de PCR de secuenciacidn. Para cada region de ADN, se realizo la reaccion

de secuenciacion de las dos cadenas que componen la doble hélice. Cada reaccion se
preparo con una cantidad de amplicon variable en funcion de la region a secuenciar (2
pl ITS, 3 pl EF y 1,5 pl B-tubulina). El resto de reactivos fueron: 4 pl de BigDye®
Terminator v1.1 (Applied Biosystems, Foster City, California, EE.UU.) y 1 ul del iniciador
directo o reverso correspondiente (10 uM) (TIB MOLBIOL, Berlin, Alemania), todo ello
enrasado a 10 pl con agua estérii HPLC. Las reacciones se realizaron en un
termociclador 9700 de GeneAmp® PCR System y se empled el siguiente programa de
temperaturas para la region ITS y EF: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 1 min a
96° C, seguido de 25 ciclos de desnaturalizacion (10 s a 96° C), anillamiento (5 s a 50°
C) y extension (40 s a 60° C). El programa de temperaturas de la region B-tubulina se
mantuvo practicamente idéntico, modificando sdlo la temperatura de anillamiento, a
520 C.

e2) Precipitacién del ADN. Para el proceso se empled el kit de precipitacion

etanol/EDTA/acetato de sodio de Roche (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
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Alemania) y se siguié el protocolo del BigDye® Terminator v1.1. Finalizado el proceso,
las muestras se mantuvieron durante una noche a 4° C.

e3) Secuenciacion. Para resuspender el ADN obtenido de la reaccidon de secuenciacion
se afiadidé a cada tubo 12 pl de formamida Hi-Di™ (Applied Biosystems, Foster City,
California, EE.UU.). Los fragmentos de ADN resultantes se analizaron con un
secuenciador de ADN automatico 3130 de ABI Prism® (Applied Biosystems, Foster City,
California, EE.UU.). La secuencias obtenidas se leyeron con el programa Bioedit
Sequence Alignment Editor version 7.0.5 (Hall 1999), se comprobaron manualmente y
se clarificaron las posiciones nucleotidicas ambiguas combinando la informacion de

ambas hebras.

f) Identificacion molecular

El Ultimo paso consistid en la identificacion de los aislados mediante consultas en
el registro nucleotidico de hongos de GenBank (National Center for Biotechnology Information,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). En el sitio web se compararon las secuencias obtenidas en

nuestro estudio con las almacenadas en esta base de datos para obtener un listado de aquellas
mas semejantes e identificar asi nuestros aislados con aquellos de mayor similitud. En los casos
en los que la identificacion molecular mediante la regiéon ITS no ofrecié un resultado claro o no
coincidid con la identificacion morfoldgica, se procedid a la comparacion de las otras dos

regiones.

2.2.3 Andlisis filogenético de las especies de Botryosphaeriaceae

La reconstruccion filogenética de las especies de Botryosphaeriaceae se realizd con
40 aislados, 20 de ellos pertenecientes a la coleccién del IRTA y el resto procedentes de

GenBank (Tabla Anexo 2; Tabla Anexo 3). Se empled una especie del Orden Hypocreales como

grupo externo, que ya habia sido empleada por otros autores (Luque et al. 2005). Se analizaron
las secuencias de 3 regiones diferentes: ITS, EF y B-tubulina; en primer lugar, de forma aislada
y posteriormente combinada. Las secuencias se alinearon con el programa Bioedit Sequence

Alignment Editor version 7.0.5 (Hall 1999) y se ajustaron manualmente, en los casos en los que
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fue necesario. Los analisis filogenéticos se realizaron con el programa PAUP* version 4.0b10
(Swofford 2003). Todos los caracteres tuvieron el mismo peso en el analisis, no se ordenaron y
los espacios insertados en el alineamiento se trataron como un nuevo caracter. Se realizé una
prueba de homogeneidad en PAUP (test Hompart basado en el test ILD, Farris et al. 1995) para
conocer la posibilidad de combinar las diferentes regiones analizadas. Para la creacion de los
arboles se aplicd el criterio de maxima parsimonia (MP) mediante busqueda heuristica con
opcion de 1.000 adiciones aleatorias de taxones y solapamiento de ramas mediante biseccion y
reconexion (TBR). Se colapsaron las ramas de longitud cero y se conservaron los arboles
igualmente parsimoniosos generados por el programa. La estabilidad de las ramas se calcul6
mediante 1.000 réplicas de bootstrap (Hillis y Bull 1993). Los arboles resultantes se visualizaron

con el programa TreeView (Win32) versién 1.6.6 (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/

rod.html). Debido a la imposibilidad de combinar las tres regiones, como se vio en los analisis
preliminares, y a los cambios sufridos en la taxonomia del género Botryosphaeria (Crous et al.
2006), el Dr. Alan Phillips (Univ. Nova de Lisboa, Portugal) sugirio dividir el analisis filogenético
en dos grandes grupos de anamorfos; por un lado, Diplodial Lasiodiplodia (grupo 1), y por otro,
Fusicoccum| Neofusicoccum/ Dothiorella (grupo 2). El grupo 1 quedd compuesto por 16 aislados
y el grupo 2 por 23. Para el grupo 1 se emplearon dos aislados de Fusicoccum aesculi (CBS
121484 y CMW8000) como grupos externos y para el grupo 2, los dos aislados de Djplodia
corticola (CBS112547 y CBS112549). Se realizd de nuevo la prueba de homogeneidad para
evaluar la posibilidad de combinar la informacién de las tres regiones nucleotidicas y el resto de

analisis filogenéticos se realizaron siguiendo los pasos descritos anteriormente.

2.2.4 Deteccion especifica de especies de Botryosphaeriaceae mediante

amplificacidn cooperativa, hibridacion dot blot y revelado colorimétrico

La aplicacion de la técnica de la PCR-cooperativa junto con la hibridacion dot bloty
el revelado colorimétrico se basd en el protocolo de Olmos et al. (2002), modificado por Caruso
et al. (2003) y por el equipo del Laboratori de Sanitat Vegetal del DAR (Departament

d'Agricultura, Alimentacio i Accio Rural de la Generalitat de Catalunya).
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a) Aislados fungicos y material vegetal
Para el disefio de la sonda se emplearon secuencias de la region ITS de 13
aislados de Botryosphaeriaceae secuenciados por nuestro equipo, asi como 60 secuencias

obtenidas de GenBank (http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez) (Tabla Anexo 2 y Tabla Anexo 3).

De igual modo, se recopilaron 50 secuencias ITS de aislados de 12 especies asociadas al
decaimiento de la vid (entre otras Eutypa lata, Fomitiporia mediterranea, Phaeomoniella
chlamydospora, y 9 especies de Phaeoacremonium). Las secuencias de 8 de los 12 aislados de
Phaeoacremonium empleados fueron cedidas por la Dra. Rosa Raposo (INIA, Madrid). En los
diferentes pasos del testado de la sonda se utilizaron un total de 12 especies de
Botryosphaeriaceae, nueve de ellas empleadas en el disefio de la sonda junto con Diplodia
corticola A.J.L. Phillips, Alves et Luque, Dothiorella iberica A.J.L. Phillips, J. Luque & A. Alves y
Dothiorella sarmentorum (Fr.) A.J.L. Phillips, J. Luque & A. Alves (Tabla Anexo 2). También se
emplearon un total de nueve especies no Botryosphaeriaceae para el testado (Cylindrocarpon
sp., Cryptovalsa ampelina, E. lata, F. mediterranea, Pm. aleophillum, Pa. chlamydospora,

Phomopsis viticola, Stereum hirsutum y Rosellinia necatrix) (Tabla Anexo 2). Como control

negativo se utilizd el extracto de una vid cultivada en condiciones /n vitro de la variedad
Garnacha tinta. La vid fue facilitada por la Dra. Victoria Marfa del departamento de Cultivo In
Vitro y Transformacion del IRTA de Cabrils. El extracto de ADN de la planta se obtuvo

empleando el mismo protocolo de extraccion aplicado para los hongos.

b) Disefio de /a sonda de hibridacion

Las secuencias ITS de todos los hongos se alinearon con el programa Bioedit
Sequence Alignment Editor version 7.0.5 (Hall 1999). La busqueda de regiones adecuadas para
conformar la sonda especifica de Botryosphaeriaceae se realizd con el programa Primer Express
2.0 (Applied Biosystem, Foster City, California, EE.UU.). A continuacion, se verificd que la
regiones escogidas cumpliesen los criterios de longitud, temperatura de anclaje a la cadena de
ADN y porcentaje de guaninas/citosinas detallados por Dieffenbach et al. (1993). Por ultimo, se
probd la especificidad de la region o regiones seleccionadas haciendo una doble comprobacion.

En primer lugar, se comprobd en el alineamiento que los fragmentos destacados no estuviesen
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presentes en la regién ITS de las especies no pertenecientes a Botryosphaeriaceae. En segundo

lugar, se realizo una busqueda en GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/) para descartar

que otros patdgenos fungicos de vid o incluso el propio hospedador presentasen, en cualquier
parte de su genoma, el fragmento escogido. Realizadas estas comprobaciones, se procedid a
validar mediante PCR, la region seleccionada (denominada Bof) como cebador especifico en
todos los hongos empleados en el estudio. Para ello, se empled la pareja de iniciadores ITS1
(como cebador genérico y directo) y Bot (como cebador especifico y reverso). Cada reaccion se
preparo con 1 pl de ADN, 20 pl de Mastermix 2.5X (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania), 2 pl
de cada primer (10 uM) (TIB MOLBIOL, Berlin, Alemania) y se enrasé a un volumen final de 50
Ml con agua estéril HPLC. Las reacciones se realizaron en un termociclador GeneAmp® PCR
System 9700. El perfil de temperaturas utilizado fue el siguiente: un ciclo de desnaturalizacion
inicial de 3 min a 95° C, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion (20 s a 95° C), anillamiento
(30 s a 58° C) y extension (40 s a 72° C) y finalmente una extension de 5 min a 72° C. El
resultado de la amplificacion se analizd mediante un gel de agarosa al 2% tefido con bromuro
de etidio y visualizado con luz UV. Una vez confirmada la especificidad de la region Bot, se inicid
el proceso de amplificacion a través de Co-PCR, seguido de la hibridacion y del revelado

colorimétrico.

c) Amplificacion mediante Co-PCR

Se emplearon dos parejas de iniciadores genéricos: NSA3-NLC2, mas externa, y
NSI1-NLB4, interna a la anterior (Martin y Rygiewicz 2005), para amplificar una region del gen
nuclear 5,85 de ARN ribosémico y sus regiones adyacentes ITS (Figura 2.1). La regién
amplificada por estos cuatro cebadores contiene la regidén Bot sobre la que se disefid la sonda
de hibridacion Bot. Cada reaccion se prepard con el coctel Ready-to-Go PCR Beads (Amersham
Biosciences, Piscataway, Nueva Jersey, EE. UU.) al que se afiadid 1 pl del extracto de ADN
fungico, 0,5 pl de cada primer (10 uM) (TIB MOLBIOL, Berlin, Alemania) y 22 pl de agua estéril

HPLC para ajustar a un volumen final de 25 pl.
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Figura 2.1 Localizacién de los iniciadores empleados en la Co-PCR sobre la regién SSU, ITS1, 5,8S,
ITS2 y LSU del ADN ribosdmico. Los cebadores directos estan situados por encima y los reversos por
debajo de su posicién de anclaje a la regién genémica. Unidades de las escalas superior e inferior en
pares de bases. Las parejas de iniciadores utilizados en el estudio se muestran encuadradas en azul y

rojo. Diagrama extraido de Martin y Rygiewicz (2005).

La reacciéon de PCR se inicié con un ciclo de desnaturalizacion inicial de 3 min a
950 C, seguido de 60 ciclos de desnaturalizacion (30 s a 94° C), anillamiento (1 min a 50° C) y
extension (2 min a 72° C), para acabar con un ciclo de extension final de 10 min a 72° C. Las
amplificaciones se llevaron a cabo con un termociclador Progene (Techne, Stone, Staffordshire,
Reino Unido). Los productos amplificados se analizaron mediante electroforesis en gel de

agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio y visualizado con luz UV.

d) Deteccion colorimétrica mediante hibridacion dot blot de /los amplicones
La deteccion colorimétrica de las muestras de Botryosphaeriaceae se realizd
mediante el marcaje de la sonda Bot disefiada. La sonda se marcé con digoxigenina en el

extremo 3’ (TIB MOLBIOL, Berlin, Alemania) y se empled el kit DIG Wash and Block Buffer
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(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) para la deteccién inmunoldgica de sondas

marcadas.

d1) Fijacion de los amplicones a la membrana. Los amplicones se calentaron durante
10 min a 94° C y se dispusieron en hielo inmediatamente después para conseguir la
desnaturalizacion del ADN y poder asi unir las hebras de ADN a la membrana de nylon
cargada positivamente. Una vez depositado 1 pl de los amplicones desnaturalizados
sobre la membrana, se dejaron secar a temperatura ambiente y se expusieron durante
5 min a luz UV para favorecer la fijacion de los amplicones.

d2) Prehibridacion. Se sometieron las membranas a una fase previa de hibridacion en el
horno Roller-Blot HB-3D (Techne, Stone, Staffordshire, Reino Unido). Para ello, en uno
de los tubos del horno, se bafid la membrana con 20 ml de tampdn estandar de
hibridacion (5X SSC, 0,1% (p/v) N-lauroyl-sarcosina, 0,1 mg/ml Poly A (Sigma), 0,02%
(p/v) SDS y 1% agente bloqueante) y se mantuvo en rotacién 1 hora a 60° C.

d3) Hibridacion. Se desechd el tampon de hibridacion de la fase anterior y se afiadid un
volumen similar del mismo tampdn en el que estaba diluida la sonda especifica Bot, en
una concentracion de 5 pmol/ml. Se mantuvo la membrana cargada hibridando en
rotacion con la sonda a 60° C. Transcurridas 2 horas, se extrajo la membrana del horno
y se lavo dos veces (5 min/lavado) en solucién de lavado A (2X SSC con 0,1% SDS),
mas 3 lavados en solucion de lavado B (0,5X SSC con 0,1% SDS). A continuacion, se
equilibré la membrana con tampoén de lavado 1X (100 mM de acido maleico, 150 mM
de NadCl, 0,3% (v/v) Tween 20, pH 7,5) durante 1 min.

d4) Deteccidn colorimétrica. Para este Ultimo paso, se empled el kit de deteccion de acidos

nucleicos DIG (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania). En primer lugar, se
equilibré la membrana durante 2 min cubriéndola con tampdén de lavado 1X y
posteriormente se bloqued con 250 mg de agente bloqueante afiadidos a la solucidn
durante 30 min en rotacion. Transcurrido este tiempo, se afiadid el anticuerpo anti-
digoxigenina y se dej6 reaccionar media hora mas. Una vez finalizada la reaccién, se
lavd 3 veces la membrana en tampodn de lavado 1x y se sumergid en la solucién de

deteccion (315 pg/ml NBT y 175 pg/ml BCIP en 100 mM Tris-HCl y 100mM NacCl, pH
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9,5). La reaccion colorimétrica se realizd a temperatura ambiente y en oscuridad.
Transcurridos 40 min aproximadamente, la reaccion se paré mediante el lavado de la

membrana con agua.

e) Sensibilidad de la técnica

Para conocer el nivel de deteccion de la técnica, se cuantificd la concentracion de
ADN de un aislado de Di. seriata (JL395) y otro de N. parvum (JL499). La cuantificacion de ADN
se realizd con ayuda de un espectrofotometro de GenRay (Biometra, Gotingen, Alemania). Una
vez medida la concentracion de ADN de ambos aislados, se realizaron nueve diluciones seriadas
del extracto, desde 10 a 10”. Las diferentes diluciones fueron amplificadas mediante Co-PCR y
sometidas al proceso de hibridacion y revelado colorimétrico explicado anteriormente. La
amplificacion, hibridacion y revelado fue repetido una segunda vez para asegurar la

reproducibilidad del método.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Identificacion y  caracterizacion _morfoldgica de  especies de

Botryosphaeriaceae

Los rasgos mas destacables de la morfologia de las especies en base a las
estructuras reproductoras se muestran en la Tabla 2.1 y en las figuras de los conidios (Figura
2.2 a-g) y de las colonias (Figura 2.3 a-d). La forma, coloracion y septacién de los conidios fue
el caracter mas Util para diferenciar entre los anamorfos de Fusicoccum, Neofusicoccum,
Diplodia y Dothiorella. Las caracteristicas de las células conididgenas y de la conidiogénesis
presentaron diferencias poco patentes entre los principales géneros de anamorfos. Para el
género Dijplodia, se utilizd la coloracion y el tamafio de los conidios para diferenciar las dos
especies en estudio. Dijplodia mutila presentd conidios mayoritariamente hialinos y de mayores
dimensiones que los Di, seriata, de menores dimensiones y que se oscurecen rapidamente.
Dothiorella viticola presentd conidios coloreados y septados ya en el interior del picnidio y con
la relacion longitud/anchura (L/A) menor de todas las especies. Entre Fusicoccum y

Neofusicoccum, a principal diferencia fue el tamafio de los conidios y la relacion L/A, aunque
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Tabla 2.1 Caracteres morfoldgicos de los conidios y de la conidiogénesis de las siete especies Botryosphaeriaceae estudiadas.

Caracteres de los conidios

Tamano (um)

Anamorfo Especie Aislados Cel. conididgenas Conidiogénesis Forma Color Septo Longitud = d. est. Ratio /A
Anchura + d. est. *d. est.
Diplodia Di. mutila JL368 Hialinas Percurrentes Extremos Hialinos, Suelen septarse al ~ (23)-25,3-(29) £ 0,2 2,41 £ 0,02
redondeados oscureciéndose envejecer (9)-12-(14) £ 0,2
- - Cilindricas Determinadas S .
Di, seriata JL351 (engrosamientos Ovato-cilindricos  Inicialmente Aseptados aunque  (17)-21,8-(29) £ 0,2 2,13 £ 0,03
CBS 121485 Holoblésticas periclinales) o c0|.1IC|catr|z <lje hialinos y suelen pueden septarse (7)9,1-(12) £ 0,1
indeterminadas unién a la célula  oscurecerse. justo antes de la
jL421 (2-3 anélidas) conidiégena Color marrén germinacion
bastante desde claro a
JL426 :
aparente intenso
JL471
JL482
Dothiorella Do. viticola CBS 117006 Hialinas Percurrentes Extremos Coloreados desde Septados desde (16)-20,6-(23) £ 0,1 2,06 + 0,01
CBS 117008 redondeados estadios iniciales estadios iniciales (8)-10-(11) £ 0,1
Cilindricas, Determinadas del desarrollo, del desarrollo
JL570 ligeramente (engrosamientos Ovoides incluso cuando el
engrosadas en la periclinales) o conidio se
base raramente encuentra unido
indeterminadas ala célula
Holoblasticas (2-3 anélidas) conidiégena
Fusicoccum B. dothidea CBS 121484 Hialinas Primer conidio Elipticos o Hialinos, se pueden  Aseptados pudiendo (19)-24,4-(29) + 0,2 4,55 0,06
JL380 holoblastico fusiformes oscurecer septarse antes de (4)-5,4-(8) £ 0,1
Cilindricas Percurrentes parcialmente antes  germinar
Determinadas o de germinar
Enteroblasticas indeterminadas (2-3
anélidas)
Neofusicoccum  N. luteumn JL381 Hialinas Primer conidio Elipticos o Hialinos, se pueden  Aseptados pudiendo (15)-21,1-(26) £0,3 2,99 £+ 0,04
holoblastico fusiformes oscurecer septarse antes de (6)-7,1-(8) £ 0,1
e parcialmente antes  germinar
N. parvum JL352 Cilindricas Percurrentes de germinar (11)-15,2-(20) £ 0,2 2,41 £ 0,03
382 (5)-6/4-(9) £ 0,1
Determinadas o
N. vitifusiforme  CBS 121481 Enteroblasticas indeterminadas (2-3 (19)-22,8-(26) £ 0,2 4,37 £ 0,08

anélidas)

(5)-5,3-(6) £ 0,1

2 Cultivos: JL (IRTA, Cabrils, Barcelona) y CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures, Paises Bajos).
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Figura 2.2 Conidios de: Djplodia mutila (a), Diplodia seriata (b), Dothiorella viticola (c),
Botryosphaeria dothidea (d), Neofusicoccum luteun (e), Neofusicoccum parvum (f), Neofusicoccum

vitifusiforme (g).

Figura 2.3 Detalle del pigmento amarillo que vira a rosado en Meofusicoccum luteum (a). Detalle del
micelio amarillento de Neofusicoccum parvum (b). Detalle de la falta de micelio aéreo en torno al
indculo en Djplodia seriata (c). Detalle del pigmento rosado de apariencia erratica en Dothiorella viticola

CBS 117006 (d).

solo tres especies pudieron diferenciarse claramente. Botryosphaeria dothidea presentd los
conidios mas largos y estrechos, lo que da una relacion L/A muy grande (4,55), mientras que,
N. parvum mostr6 los mas pequefos (L/A = 2,41), y N. luteum intermedios (L/A = 2,99). Los

conidios de M. vitifusiforme mostraron caracteristicas intermedias entre los de B. dothidea y
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N. luteum. La relacion L/A entre los conidios de B. dothideay N. vitifusiforme fue muy similar

(4,55 y 4,37, respectivamente), lo que no permitid su diferenciaciacion.

Los caracteres mas destacables de la morfologia de las colonias se recogen en la
Tabla 2.2. Algunos de estos caracteres pueden ayudar a la identificacion de determinadas
especies, como por ejemplo la produccién de pigmento en N. /uteum (Figura 2.3a). Esta especie
tifie el medio de PDA de un color amarillento que vira a rosado entre el tercer y cuarto dia. Los
dos aislados de A. parvum mostraron, en los primeros dias de su crecimiento, una coloracion
amarilla del micelio en torno al indculo, apreciable en el reverso de la placa (Figura 2.3b). Otra
especie que mostré una caracteristica peculiar en su desarrollo fue Di seriata, que formd
escaso micelio aéreo en torno al anillo central (Figura 2.3c). El aislado CBS 117006 de
Do. viticola (Figura 2.3d) generd un pigmento rosado aunque su aparicion fue erratica y no se
pudieron determinar las condiciones que la inducen. Este pigmento no aparecié en los otros dos
aislados estudiados (CBS 117008 y JL570), que por el contrario mostraron una coloracion

verdosa del micelio en la parte superior y negro-verdosa en la inferior.

Tabla 2.2 Caracteristicas de las colonias de distintas especies Botryosphaeriaceae en medio PDA.

Coloracion del micelio Pigmento
Especie Micelio ) ) ) cambio al
Superior Inferior cambio de color color 30 6 40 dia
B. dothidea Muy Hialino Oscurecimiento en Oscurecimiento - -
abundante torno al indculo progresivo hacia
negro/grisaceo
Di. seriata Escaso en Hialino Hialino Idem B. dothidea - -
anillo central
Di. mutila Abundante Hialino Hialino Idem B. dothidea - -
Do. viticola Abundante Verdoso  Negro-verdoso Idem B. dothidea Rosado® Rojizo
N. luteum Escaso Hialino Hialino Idem B. dothidea  Amarillo Rosado
N. parvum Abundante Hialino Leve amarilleamiento  Idem B. dothidea - -
en torno al indculo
N. vitifusiforme  Abundante Hialino Ligero color olivdceo  Idem B. dothidea - -

en torno al indculo

@ Aparicion erratica del pigmento. Exclusivo del aislado CBS 117006. No presente en los aislados CBS 117008 y JL570.
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Las caracteristicas mas importantes del crecimiento de las colonias a distintas
temperaturas se resumen en la Tabla 2.3. Los aislados de las diferentes especies mostraron un
patron de desarrollo muy similar en los tres medios de cultivo utilizados, obteniéndose el mayor
crecimiento en PDA, seguido de MEA vy, por ultimo, CMA (Figura 2.4 a-c). La mayoria de los
aislados comenzaron a desarrollarse apreciablemente a partir de los 15° C, deteniendo su
crecimiento a 35° C. El rango de temperaturas Optimas se registrd entre los 20 y 30° C,
estando la mayoria entre 25 y 30° C. Sin embargo este optimo varié dentro de un mismo
aislado en funcion del medio de cultivo. En general, las curvas de crecimiento muestran perfiles
similares, con un crecimiento exponencial hasta la temperatura optima y seguida de una
reduccion mas o menos brusca del crecimiento. Botryosphaeria dothidea, sin embargo,
presentd un perfil mas suave con un crecimiento menor que otras especies hasta los 20° C,
siendo, junto con N. vitifusiforme, las Unicas que mostraron un desarrollo significativo a 35° C.
Neofusicoccum Jluteum y N. parvum fueron las especies que registraron los mayores
crecimientos. El patrén de crecimiento de Do. viticola fue también particular, con un desarrollo

considerable a 10 y 15° C y con el 6ptimo a 20° C.

Tabla 2.3 Crecimiento de las especies de Botryosphaeriaceae a distintas temperaturas y en PDA.

El crecimiento medio a 25 y 300 C corresponde a los tres medios de cultivo utilizados (PDA, MEA y

CMA).
Ta Ta Medio  Crec. medio Crec. medio
Especie , i i + d. est. + d. est. Observaciones
minima Optima  optimo 25° C (mm) 300 C (mm)
B. dothidea 15 30 PDA 21 6,23 22 5,10 Crecimiento a 359 C
Di. seriata 15 25 PDA 25 5,39 22 2,59
Di. mutila 15 25 PDA 26 4,58 17 4,80
Do. viticola 10 20 PDA 17 5,58 10 1,10 Mayor crecimiento a
baja T2
N. luteum 15 30 PDA 22 2,29 29 5,45 Mayor crecimiento en
MEA a 250 C
N. parvum 15 30 PDA 30 5,64 35 8,27 Mayor crecimiento en
PDA y CMA
N. vitifusiforme 15 30 PDA 15 2,5 18 3,3 Crecimiento a 35° C
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Figura 2.4 Tasas de crecimiento radial de aislados de distintas especies de Botryosphaeriaceae a los 2

dias de incubacién en tres medios de cultivo PDA (a), MEA (b), CMA (c).

Mediante la informacion obtenida de los caracteres del anamorfo, de las colonias y

del crecimiento en placa se ha confeccionado una clave dicotomica para la identificacion de las

especies de Botryosphaeriaceae halladas sobre vid.

Clave para la identificacion de especies de Botryosphaeriaceae en Vitis

1.

Conidios septados o no, mayoritariamente oscuros ya en el interior del
[9]1 1o o T PSP PP 2

Conidios mayoritariamente hialinos en el interior del picnidio, muy raramente septados u
OSCUIOS (Cf. DU MULHIA)........euiii et eea e eean 3

Conidios mayoritariamente septados. Longitud de los conidios en cultivo raramente
superando los 23 um. Crecimiento a 10 y 159 C, con el éptimo a 20°C .......ccccceeeeeeeeeennnn.
................................................................................................... Dothiorella viticola

Conidios mayoritariamente aseptados (ocasionalmente, con 1 septo previo a la

germinacion). Longitud de los conidios superando con facilidad los 23
0T Diplodia seriata
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3. Conidios de pared fina y casi nunca excediendo los 10 um de anchura, fusiformes a
L0 1= PR PPPRPT 4
3. Conidios de pared gruesa y de anchura superior a los 11 um, cilindricos. Conidios hialinos
después de su liberacidon, oscureciéndose y septandose tan sdlo ocasionalmente (1
(1<) 010 ) SO Diplodia mutila

4, Colonia en PDA con un tenue pigmento amarillo que difunde por toda la placa a los 3-4
dias (25°C), rapidamente virando a rosado y oscureciendo levemente.........ccccevvviererernnn.
............................................................................................ Neofusicoccum luteum

4, Colonia sin pigmentacion amarilla en el reverso, aunque si esta presente, ésta queda
restringida a la zona central (cf. N. parvum). Reverso de la placa que se oscurece sin
F=To [o [ U] o] g 0] g Loty £ 0=Y= Ta [o 1 PP 5

5. Conidios superando habitualmente los 20 um de longitud, fusiformes a ovales, ratio
L/A 3,9—5,0; presencia de microconidios rara. Colonia sin pigmentacion amarilla en el
L= =T PPt 6

5. Conidios raramente excediendo los 20 um de longitud, ovales, ratio L/A 2,0—3,5.
Microconidios en algunos aislados. Ocasionalmente, pigmentacion amarilla en la zona
central del reverso de la placa.........ccceeveeiiiiiivnii e Neofusicoccum parvum

6. Conidios que superan a menudo los 26 um de longitud y los 6 um de anchura.
.............................................................................................. Botryosphaeria dothidea

6. Conidios que rara vez alcanzan los 26 um de longitud y los 6 um de
ANCAUNAL..e e e e Neofusicoccum vitifusiforme

2.3.2 Identificacion y caracterizacion molecular y filogenia de especies de

Botryosphaeriaceae

El resultado de la prueba de homogeneidad indicé que los datos de las tres
regiones del ADN estudiadas no conforman la misma filogenia (p < 0,01) y, por tanto, no
pudieron combinarse para obtener el arbol consenso. De los 549 caracteres totales de la region
ITS, 310 fueron constantes, 108 no informativos y 131 informativos. Por su parte, la regién EF
ofrecié 46 caracteres constantes, 45 no informativos y 190 informativos de los 281 totales. Por
ultimo, las secuencias de la B-tubulina mostraron 424 caracteres, de los cuales 210 resultaron
constantes, 95 no informativos y 119 informativos. El analisis de maxima parsimonia gener6 24
arboles para la region ITS (arbol muestra en Figura 2.5), 24 para la EF (Figura 2.6) y dos para
la B-tubulina (Figura 2.7). Los arboles de cada una de las regiones estudiadas no consiguieron
separar de forma congruente los diferentes géneros anamorficos. Al comparar las filogenias
entre si, se apreciaron grandes diferencias en la organizacion de los clados. En la filogenia de la

region ITS (Figura 2.5), el grupo Fusicoccum se encuentra incluido dentro de dos grupos de
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Neofusicoccum. Las especies de Dothiorella aparecen en dos clados diferentes, con Do. iberica
y Do. viticola separadas en dos grupos. En el otro gran grupo, las especies de Diplodia mutila
quedan divididas en dos clados, con las especies que no proceden de vid agrupadas con las
especies de Di. corticola. El arbol obtenido de la regién EF (Figura 2.6) ofrece una resolucion
mas clara del clado Fusicoccum| Neofusicoccum mientras que, en Diplodial Lasiodiplodia, |as
especies de L. theobromae aparecen relacionadas con Di corticola. El arbol de la region B-
tubulina (Figura 2.7) muestra una incongruencia para las especies de Dothiorella, que separa a

Do. viticola de Do. iberica.

Al dividir los taxones en dos grupos, siguiendo la sugerencia del Dr. A. Phillips,
Diplodial Lasiodiplodia (grupo 1) vy Fusicoccum| Neofusicoccum/ Dothiorella (grupo 2), se
pudieron tratar las tres regiones de forma conjunta. Las pruebas de homogeneidad mostraron
probabilidades no significativas para ambos grupos (p = 0,155 para el grupo 1y p = 0,062 para
el grupo 2), lo que permitid combinar las tres regiones. La division de los grupos también
permitié obtener filogenias congruentes con una delimitacion clara de los géneros y especies en
estudio. En el grupo 1 (Figura 2.8a), se resolvieron los dos principales clados con la division de
Dijplodiay Lasiodiplodia (100% de soporte de bootstrap). Dentro de Diplodia se separaron, con
un 99%, las especies de Di. corticolade Di. seriatay Di. mutilay con un 56% estas dos Ultimas.
El clado de Di. mutila quedd dividido en dos (98%), uno con las especies procedentes de vid y
otro con las especies de otros huéspedes. En todas las filogenias construidas, las especies de
Di, mutila quedan segregadas en funcion del hospedador. Los aislados procedentes de Vitis
formaron un clado independiente y acotado de los aislados de Pyrus L. y Fraxinus L. Para el
grupo 2 (Figura 2.8b), la primera bifurcacion del arbol resolvid, con un 100% de soporte, el
clado de Fusicoccum, y la segunda bifurcacion, el de Neofusicoccum y Dothiorella (59% de
bootstrap). Dentro de Dothiorella, las dos especies analizadas quedaron claramente separadas
en dos clados (100% bootstrap). Las especies de Neofusicoccum parvum quedaron soportadas
por un 99% de bootstrap, mientras que el aislado de N. vitifusiforme quedd acotado con un
87% de soporte. Esta filogenia no permitid discriminar el aislado de M. futeum en un clado

independiente sino que aparecid incluido dentro de N, australe.
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95 Neofusicoccum luteum CBS121482
68 [ Neofusicoccum australe JL622
N. australe CMW6837
58 N. australe CMW 15951
N. australe CMW 15954

100
F aesculi CBS121484

89 71| F. aesculi JL380
F. aesculi CMW8000

Neofusicoccum parvum CMW9077
% N. parvum CBS121486
62 | N. parvum CMW 15950
N. parvum JL382
621 \. parvum CMW994
88 | Dothiorella iberica JL599
Do. iberica CBS115035
g6l Do. iberica CBS121001
Do. iberica CBS121002
Dothiorella viticola CBS117006
Do. viticola CBS117009
Do. viticola CBS120999
Do. viticola CBS121000
— Diplodia mutila CBS431.82

25[ Di. mutila CBS112554
100[ Diplodia corticola CBS112547
Di. corticola CBS112549
Di. mutila JL372
99 |gq Di. mutila JL589
Di. mutila CBS112553
Diplodia seriata CBS119049
og Di. seriata CMW7774
76 Di. seriata JL379

100

10 cambios

Di. seriata CBS121485
64 | Di. seriata JL414

Di. seriata JL421

100 [ Lasiodiplodia theobromae JL580
4{ L. theobromae JL664

L. theobromae CMW 10130

Fusicoccum aesculi CMW9075

87 64 Neofusicoccum vitifusiforme CBS121481

Hypocreales sp. CMW7063

Neofusicoccum

Fusicoccum

Neofusicoccum

Dothiorella

Dothiorella

Diplodia

Lasiodiplodia

Figura 2.5 Uno de los 24 arboles mas parsimoniosos obtenidos para la region ITS. Los valores de los 1.000

bootstrap se presentan en los nodos. El érbol se enraiza con el aislado Hypocreales sp. CMW7063. Los

taxones en negrita proceden de vid. La barra representa 10 cambios.
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Hypocreales sp. CMW7063
Neofusicoccum vitifusiforme CBS121481
Neofusicoccum australe JL622
Neofusicoccum luteum CBS121482
90| | N. australe CMW6837
N. australe CMW 15951 Neofusicoccum
64! N. qustrale CMW 15954
Neofusicoccum parvum CBS121486
100 N. parvum JL382
N. parvum CMW994
69 | N. parvum CMW9077
N. parvum CMW15950

78

97

100

99

Fusicoccum aesculi CBS121484
100 ‘ F. aesculi JL380 Fusicoccurm
LF. aesculi CMW8000
F. aesculi CMW9075
ﬂ[ Diplodia corticola CBS112547 Diplodia
Di. corticola CBS112549
— L. theobromae JL664
{ L. theobromae JL580 Lasiodiplodia
74 60 " [. theobromae CMW10130
Diplodia mutila JL372
Di. mutila JL589
Di. mutila CBS112553
59 Di. mutila CBS431.82
Di. mutila CBS112554
Diplodia seriata JL379 Diplodia
75| Di. seriata CBS121485
Di. seriata JL414
Di. seriata CBS119049
Di. seriata JL421
93 L pj. seriata CMW7774
Dothiorella iberica CBS115035
Do. iberica JL599
Do. iberica CBS121001
74! Do. iberica CBS121002 Dothiorella
Dothiorella viticola CBS117009
LliDo. viticola CBS117006

100

100

100

85

100

Do. viticola CBS120999

10 cambios Do. viticola CBS121000

Figura 2.6 Uno de los 24 arboles mas parsimoniosos obtenidos para la regién EF. Los valores de los 1.000
bootstrap se presentan en los nodos. El arbol se enraiza con el aislado Hypocreales sp. CMW7063. Los

taxones en negrita proceden de vid. La barra representa 10 cambios.
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Neofusicoccum vitifusiforme CBS121481
Neofusicoccum australe JL622
82 Neofusicoccum luteum CBS121482
N. australe CMW6837
N. australe CMW15951
N. australe CMW15954
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9
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Neofusicoccum

Fusicoccum
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Figura 2.7 Uno de los dos arboles mas parsimoniosos obtenidos para la regién B-tubulina. Los valores de

los 1.000 bootstrap se presentan en los nodos. El arbol se enraiza con el aislado Hypocreales sp. CMW7063.

Los taxones en negrita proceden de vid. La barra representa 10 cambios.

72



2 Identificacion y caracterizacion

Fusicoccum aesculi CBS121484
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Figura 2.8 Unico arbol parsimonioso obtenido para la combinacién de ITS, EF y B-tubulina del grupo

Diplodial Lasiodijplodia. Outgroups: Fusicoccum aesculi (CBS 121484 y CMW8000) (a). Uno de los 24

arboles mas parsimoniosos obtenidos para la combinacion de ITS, EF y B-tubulina del grupo

Fusicoccum| Neofusicoccum. Outgroups: Diplodia corticola (CBS112547 y CBS112549) (b). Los valores

de los 1.000 bootstrap se presentan en los nodos. Los taxones en negrita proceden de vid. La barra

representa 10 cambios.
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2.3.3 Deteccion especifica de especies de Botryosphaeriaceae mediante

amplificacidn cooperativa, hibridacion dot blot y revelado colorimétrico

Una vez alineadas todas las secuencias para el disefio de la sonda, se localizd una
zona especifica de Botryosphaeriaceae en torno a las bases 370 y 390 de la region ITS, a partir
de la posicion inicial determinada por el primer ITS1. Dicha region Bot de 18 pares de bases (5'
CCCTCAAGCTCTGCTTGG 3') se encontro presente en todas las especies de Botryosphaeriaceae
analizadas y ausente en el resto de especies del estudio que no componen esta familia (Figura
2.9). También se confirmo la ausencia de la region escogida en el genoma de vid y se verifico
asi la inexistencia de anclajes en el hospedador y en el resto de especies flingicas que puedan

coexistir con las especies de Botryosphaeriaceae en la vid.

SSuU ITS1 ITS2 LSuU
5.8S ij

Botryosphaeriaceae Regién especifica Bot

Di. mutila JL368 GTCATTACAA-[CCCTCAAGCTC TGCTTGGTATTGGGCGCCGTC CTCTC
Di. mutila UCD1965SB i et iniiiidii i e e
Di. seriata JL379 000 @ miiaiieeesee il il L L L e i e e
Di. seriata UCD66Na = =.....eesee=laia 0ol L Lt iiiiii e e ™
Di. viticola CBS117009  —...... O P T..... ...CT
F. aesculi CBS121484 = -..........7..._.___ . ........ A..... ..T.G
F. aesculi UCD303Spa @ = @ =ciseeeasee=e. 00 0 L. ... A..... ..T.G
L. theobromae UCD1814Md4d = -..........4. ______________ A....... A..... ...A.
N. australe UCD1314So  —...... T...4...... .. = L |eeieiee. T..... ...CG
N. luteum CBS121482  —...... r...4___________ ___ O ........ T..... ....G
N. luteum UCD2090Te  —...... T...4...... .. = L e T..... ....G
N. parvum JL347  —L...... T...4 .. .. . - . ] C..... ...CA
N. parvum UCD642So  —...... T...4...... .. = L |eeeeeee. C..... ...CA
N. vitifusiforme CBS121481 NN e .. N T..... ...CA
NO Botryosphaeriaceae

E. lata wb457 ... T-CGA,.A...... C.CAGT, .. 6 .., R A-G.C. -A...T
E. lata UCDE7  —LL.... T-CGA..T...... C.TAGC....... .G..... A-G.C.-A....
F. mediterranea FM-G5  —..... GT——.ATT. . .. T.CTC TT.TT.CTTA....AAG.GA.GGGGCT. .
F. mediterranea FM-Ag = —..... GT——.AIT. ... T.CTC TT.TT.CTTA....AAG. A.GGGGCT. .
Pm. aleophilum CBS246.91 —...... T-C.A,..... G..CTGGT . C.. ..G..... GCG.CG.-G. .C.
Pm. angustius CBS249.95 —...... T-C.A, ... _. G. .C.TceT. . .Cc . . .G..... GCG.CG.-G. .C.
Pm. inflatipes RR408  —...... T-C.A,..... G..CTGGT . C.. ..G..... GCG.CG. GCAC.
Pm. viticola RR415  —...... T-C.A...... G..C.TGGT...C....G..... GCG.CG.-G. .C.
Pm. mortoniae RR414 —...... T-C.A.... .. G. . CTECGT. . .C.. ..G..... GCG.CG. G. .C.
Pm. scolity RR411  —...... T-C.A...... G..C.TGGT...C....G..... GCG.CG. GCAC.
Pm. venezuelense RR410  —...... T-C.A.... .. G. . CTECGT. . .C.. ..G..... GCG.CG. GCAC.
Pm. krajdenii RR409  —...... T-C.A...... G..C.TGGT...C....G..... GCG.CG. GCAC.
Pm. parasiticum RR370  —...... T-C.A.... .. G. . CTECGCT . .C.. ..G..... GCG.CG. GCAC.
Pa. chlamydospora CBS239.74 ~—....... TC.A... . .. .. c G .. .. B....... TC.ATATCAA..T
Pa. chlamydospora JL391  —....... TC.A... . .. . c G .. .. T....... TC.ATATCAA..T

Figura 2.9 Detalle de la ubicacion de la region especifica Bot (amarillo) en parte del operdn del ADNr
sobre el diagrama extraido de Martin y Rygiewicz (2005) y alineamiento de las secuencias parciales de
la region ITS de las especies en estudio. En el alineamiento y encuadrado en amarillo, aparece la region
especifica presente en todas las especies de Botryosphariaceae (parte superior) y ausente en el resto
(parte inferior). Las secuencias JL proceden de la coleccion del IRTA, las RR de la coleccion de la Dra.

Rosa Raposo (INIA, Madrid) y el resto de GenBank.
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Tanto la longitud de la region seleccionada (18 pares de bases) como su
temperatura de anclaje a la cadena de ADN (55,6° C) y el porcentaje guanina/citosina (61,1%)
resultaron optimos para el disefio de iniciadores segun los criterios fijados por Dieffenbach et al.
(1993). En las sucesivas PCR realizadas, el cebador disenado (Bof) actué como reverso en
combinacion con el primer genérico ITS1 que lo hizo como directo. La pareja de iniciadores
ITS1-Bot amplificaron de forma especifica el ADN de las 12 especies de la familia

Botryosphaeriaceae incluidas en la prueba (Tabla Anexo 2; Figura 2.10, detalle de siete

especies). Los extractos de ADN del resto de patdgenos ensayados (Cylindrocarpon sp.,
C. ampelina, E. lata, F. mediterranea, Pm. aleophilum, Pa. chlamydospora, P. viticola,
R. necatrixy S. hirsutum), asi como el de Vitis vinifera, resultaron negativos en la amplificacion

(Figura 2.10).

Posteriormente, se procedid a aplicar la técnica descrita por Olmos et al. (2002) y
modificada por Caruso et al. (2003) basada en la hibridacion dot blot acoplada a la reaccion Co-
PCR y posterior revelado colorimétrico. Los productos de la Co-PCR revelaron para todas las
especies fungicas ensayadas una banda mayoritaria en el gel de agarosa correspondiente al
amplicon de mayor tamano (1.300 bp), formado por la pareja de cebadores NSA3- NLC2 y por
los amplicones menores que sirven a su vez de iniciadores (Figura 2.11, detalle de siete
especies). El empleo de la sonda Bot marcada con digoxigenina en la hibridacion dot blot de los
productos resultantes de la Co-PCR mostrd una especificidad Unica para las especies de
Botryosphaeriaceae (Figura 2.12, casillas A1-A7). El resto de las especies ensayadas
F. mediterranea, E. lata, C. ampelina, Pa. chlamydospora, Pm. aleophilum, P. viticola,
S. hirsutum y Cylindrocarpon sp. mostraron resultados negativos (Figura 2.12, casillas A8-B7),

asi como el control que contenia el ADN de Vitis (Figura 2.12, casilla B8).
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Botryosphaeriaceae NO Botryosphaeriaceae
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Figura 2.10 Productos de PCR amplificados con el iniciador Bot disefiado para la deteccion de
Botryosphaeriaceae y el iniciador ITS1 como pareja. Columnas 1-9: Aislados de Botryosphaeriaceae de
vid (1: Djplodia mutila, 2-3: Neofusicoccum parvum, 4. N. luteum, 5-6: Di. seriata, 7: N. vitifusiforme,
8: Botryosphaeria dothidea 'y 9: Dothiorella viticola). Columnas 10-17: Especies no Botryosphaeriaceae
(10: Fomitiporia mediterranea, 11: Eutypa lata, 12: Cryptovalsa ampelina, 13: Phaeomoniella
chlamydospora, 14: Phaeoacremonium aleophilum, 15: Phomaopsis viticola, 16: Stereum hirsutumy 17:
Cylindrocarpon sp.). Columna 18: Extracto de una planta /7 vitro de vid var. Garnacha tinta. Columna

19: Control negativo. Marcador de peso molecular de Biolabs (Ipswitch, Massachusetts, EE.UU.).

Botryosphaeriaceae NO Botryosphaeriaceae

19 20 30 ed4d 5 R6E o758 81 ORI RSN DRSSO R 41 S 6

29 1 1.
- e - - -

mm'uuu-u' e e,

500 bp s
—

100 bp

Figura 2.11 Productos amplificados mediante Co-PCR. Columnas 1-7: Especies de Botryosphaeriaceae
(1: Djplodia mutila, 2: Neofusicoccum parvum, 3: Neofusicoccum luteum, 4: Dijplodia seriata, 5:
Neofusicoccum vitifusiforme, 6: Botryosphaeria dothidea y 7: Dothiorella viticola). Columnas 8-14:
Especies no Botryosphaeriaceae (8: Fomitiporia mediterranea, 9: Eutypa lata, 10: Phaeomoniella
chlamydospora, 11: Phaeoacremonium aleophilum, 12: Phomopsis viticola, 13: Stereum hirsutum'y 14:
Cylindrocarpon sp.). Columna 15: Extracto de una planta /7 vitro de vid var. Garnacha tinta. Columna

16: Control negativo. Marcador de peso molecular de Biolabs (Ipswitch, Massachusetts, EE.UU.).
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Figura 2.12 Deteccion de los amplicones hibridados con la sonda especifica de Botryosphaeriaceae Bot
(A1-A7) (Al: Diplodia mutila, A2: Neofusicoccum parvum, A3: Neofusicoccum luteum, A4: Diplodia
seriata, A5: Neofusicoccum vitifusiforme, A6: Botryosphaeria dothidea y A7: Dothiorella viticola).
Especies no Botryosphaeriaceae (A8-B7) (A8: Fomitiporia mediterranea, Bl: Eutypa lata, B2:
Phaeomoniella chlamydospora, B3: Phaeoacremonium aleophilum, B4: Phomaopsis viticola, B5: Stereum
hirsutum 'y B6: Cylindrocarpon sp.), extracto de una planta /n vitro de vid var. Garnacha tinta (B7) y

control negativo (B8).

Las concentraciones de ADN de los dos extractos analizados Di. seriata JL395 y
N. parvum 1L499 fueron de 64 ng/ul y de 372 ng/ul respectivamente. La detectabilidad de
Di, seriata se realizd hasta la séptima dilucion mientras que N. parvum se detectd hasta la
octava (Figura 2.13). La sensibilidad de técnica se establecié para concentraciones de ADN en

el rango de 3 a 6 x 10 ng/pl.

Diluciones

Concentracion
inicial 101 102 103 104 105 10 107 108 10

A eangu (R @

B 372 ng/ul
"o e e @ ®© o

Figura 2.13 Deteccion de los amplicones de la PCR-cooperativa hibridados con la sonda especifica Bot
en diluciones sucesivas (10%-10°) de los extractos de ADN de Diplodia seriata JL395 (fila A) y

Neofusicoccum parvum JL499 (fila B).
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2.4 DISCUSION

2.4.1 Identificacion de Botryosphaeriaceae

Cinco de las siete especies de Botryosphaeriaceae estudiadas pudieron ser
identificadas de manera inequivoca combinando la informacion extraida de los caracteres de los
anamorfos y de las caracteristicas de la colonia, en concreto Di. mutila, Di. seriata, Do. viticola,
N. luteum y N. parvum. La forma y el tamafo de los conidios fue similar en B. dothidea y
N. vitifusiforme, de modo que el solapamiento observado en las medidas no permitié una
diferenciacion clara de ambas especies. Los conidios de B. dothidea alcanzaron medidas de
longitud y anchura mayores que los de N. vitifusiforme, aunque la diferencia entre la ratio L/A
de ambas especies fue reducida en nuestras observaciones, 4,55 y 4,37, respectivamente. En
las descripciones respectivas de estas especies, las diferencias en la ratio aparecen mucho mas
marcadas, 5,3 para B. dothidea (Phillips 2002) y 3,3 para N. vitifusiforme (Van Niekerk et al.
2004). Si bien, es preciso sefialar que las medidas de N. vitifusiforme de nuestro estudio estan
basadas en el Unico aislado de la especie encontrado en Cataluiia. Esto hace que las diferencias
presentadas entre estas dos especies en la clave taxondmica no sean generalizables a otros
aislados. Un posible criterio taxondmico para diferenciar Neofusicoccum de Fusicoccum es la
presencia del sinanamorfo Dichomera en Neofusicoccum (Crous et al. 2006). Sin embargo, no
todos los aislados de Neofusicoccum forman conidios tipo Dichomera en cultivo (Barber et al.
2005) lo que invalida el uso de este criterio en la clave dicotdmica presentada en nuestro
estudio. En la descripcion de M. vitifusiforme, Van Niekerk et al (2004) comentaron la
semejanza que presentaba esta especie con N. /uteum, si bien el pigmento amarillo que forma
N. Juteum las hace distinguibles. Por otro lado, N. luteum y N. parvum se diferencian
claramente entre si y del dlo dothideal vitifusiforme por el tamano de sus conidios. Esta
relacion de tamafios, B. dothidea > N. luteum > N. parvum, se mantiene en aislados
procedentes de vides de Portugal (Phillips 2002) y de kiwi de Nueva Zelanda (Pennycook y

Samuels 1985).

Dothiorella viticola y Di. seriata se diferencian de las otras especies por la

pigmentacion marronosa de sus conidios. Estas dos especies difieren entre si por la septacion y
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el momento en que se produce la coloracion y septacion de estas estructuras. Dothiorella
viticola presenta conidios septados y coloreados desde estadios iniciales del desarrollo, incluso
cuando todavia estan unidos a la célula conidiégena, mientras que los conidios de Di. seriata
son aseptados y se colorean en la madurez. La tercera especie con conidios de extremos
redondeados es Di mutila, que se diferencia de Di. seriata por poseer conidios hialinos de

ancho vy largo superior, caracteristica ya citada por Phillips (2002).

El 99% de los aislados de Botryosphaeriaceae procedentes del material de campo
se obtuvieron en forma anamdrfica, lo que constata la escasez de teleomorfos en la naturaleza
(Shoemaker 1964). En tan solo dos ocasiones se encontraron los teleomorfos de Do. viticola y
de N. parvum. Las ascosporas de ambas especies son distinguibles entre si debido a la
particular morfologia de las esporas del género Dothidotthia, oscuras y septadas (Luque et al.
2005). Esto no es lo habitual dentro de la familia Botryosphaeriaceae, cuyos integrantes suelen
presentar ascosporas hialinas y aseptadas, con caracteres poco variables entre especies

(Shoemaker 1964; Slippers et al. 2004b).

La observacion de las colonias en placa reveld, en algunos casos, caracteres Utiles
para la identificacion. Sin embargo, segun el Dr. Alan Phillips (com. pers.), estos caracteres no
tendrian validez taxondmica por no ser constantes. El ejemplo mas claro de la variabilidad de
estos caracteres fue la aparicion de un pigmento rosado en un solo aislado de Do. viticola, no
observado en los otros dos aislados de la especie. Las peculiaridades de la colonia sélo
permitieron la identificacion fiable de N. /uteumn debido al pigmento amarillento que libera en el
medio, ya citado anteriormente (Pennycook y Samuels 1985) y considerado de valor

taxonomico por Phillips et al. (2002).

Todos los aislados estudiados presentaron un patréon muy similar de crecimiento en
placa en los tres medios de cultivo ensayados. Las especies que presentaron un mayor
crecimiento fueron N. parvumy N. luteumn. Este mayor crecimiento ya fue descrito en aislados

de estos hongos procedente de kiwi (Pennycook y Samuels 1985). Se han observado algunas
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diferencias entre nuestros resultados y los obtenidos por Urbez-Torres et al. (2006); para estos
autores, N. /uteurn mostré uno de los crecimientos mas reducidos entre todas las especies de
Botryosphaeriaceae estudiadas. A la maxima temperatura testada, 35° C, las dos Unicas
especies que presentaron crecimiento fueron B. dothidea y N. vitifusiforme. El crecimiento a
altas temperaturas es otro caracter compartido por estas dos especies. El desarrollo a altas
temperaturas de B. dothidea también habia sido citado por Pennycook y Samuels (1985) y
Sanchez-Hernandez et al. (2002). Urbez-Torres et al. (2006) registraron el optimo de
crecimiento de esta especie, junto con L. theobromae, a 30,8° C, el mas alto de los siete
aislados de Botryosphaeriaceae estudiados por los autores. Sin embargo, este caracter no
parece constante en la especie; Jacobs y Rehner (1998) no registraron crecimiento a 352 C en
aislados de B. dothidea de diferentes hospedadores y Brooks y Ferrin (1994) tampoco
encontraron desarrollo en aislados de B. dothidea procedentes de 50 especies de arbustos
californianos. La temperatura éptima para la mayoria de las especies estuvo entre los 25 y 300
C y su crecimiento fue reducido a bajas temperaturas. La excepcion a este comportamiento
general lo presentd Do. viticola, con un crecimiento 6ptimo a 20° C y un desarrollo por encima
de la media a 10 y 159 C. Para esta especie, Van Niekerk et al. (2004) registraron un

crecimiento minimo a 10° C, maximo a 30° C y 6ptimo a 25° C.

En los Ultimos afos se ha generalizado el uso de técnicas moleculares en la
identificacion y clasificacion de las especies de Botryosphaeriaceae. Estas herramientas nos han
permitido diferenciar a las seis especies de Botryosphaeriaceae aisladas en Cataluia junto con
Di. mutila. En un primer momento, los arboles filogenéticos del grupo se construian en base a
las regiones ITS del ADN ribosémico (Denman et al. 2000; Zhou y Stanosz 2001) pero en un
intento de resolver algunas de las ambigiiedades generadas y dar cabida a nuevas especies, se
amplid el estudio a otras regiones como la del factor de elongacion (EF1-a) (Van Niekerk et al.
2004; Luque et al. 2005) y la de la B-tubulina (Slippers et al. 2004b; Urbez-Torres et al. 2006).
En las filogenias basadas tanto en una region como en la combinacién de varias regiones, se
reconocen los géneros de anamorfos Fusicoccum, Diplodia, Lasiodiplodia'y Dothiorella, dentro

de la familia Botryosphaeriaceae (Van Niekerk et al. 2004; Luque et al. 2005; Phillips et al.
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2005; Crous et al. 2006). En el presente estudio, no fue posible combinar los datos de las tres
regiones para crear una Unica filogenia combinada y, por tanto, cada regidén tuvo que ser
analizada de forma aislada. Si bien, los grandes clados de Fusicoccumy Diplodia resultaron bien
definidos en los tres arboles, las dos especies de Dothiorella sélo quedaron agrupadas en la
filogenia de EF1-a. Sin embargo en el arbol del factor de elongacion, Dothiorella aparecid como
un clado independiente de Fusicoccum y Diplodia mientras que en las filogenias previas,

Dothiorella aparecia mas proximo a Fusicoccum (Luque et al. 2005; Phillips et al. 2005).

El estudio de Crous et al. (2006) ha generado importantes cambios en la
nomenclatura y en las relaciones filogenéticas de las especies de Botryosphaeriaceae.
Analizando las secuencias de la region 28S del ADN ribosémico, Crous et al. (2006) obtuvieron
11 clados con anamorfos en Botryosphaeriaceae. Sin embargo, la nomenclatura de los géneros
teleomorficos de esta familia aln permanece confusa e incompleta ya que esta cuestion no fue
abordada por Crous et al. (2006). Segun estos autores, las especies analizadas en nuestro
estudio quedan englobadas en cuatro clados: Clado 1: Djplodia/ Lasiodiplodia (diversos géneros
teleomorficos posibles), Clado 2: Botryosphaeria (anamorfo Fusicoccum), Clado 5: Dothidotthia
(anamorfo Dothiorella) y Clado 6: Neofusicoccum (teleomorfo tipo Botryosphaeria) y que
supone un nuevo género anamorfico. El analisis filogenético realizado en dos grupos
independientes (Diplodia/ Lasiodiplodia y Fusicoccum| Neofusicoccum/ Dothiorella) confirma las
filogenias obtenidas previamente en otros estudios (Luque et al. 2005; Phillips et al. 2005;

Crous et al. 2006; Slippers et al. 2007).

Los numerosos estudios que se han realizado sobre la familia Botryosphaeriaceae,
combinando morfologia y datos de varias regiones moleculares, han permitido la segregacion
de especies que anteriormente parecian una Unica. Pennycook y Samuels (1985) reconocieron
diferencias apreciables en la forma y tamano de los conidios, la virulencia y la sensibilidad a
fungicidas de aislados catalogados como B. dothidea. Basandose en estas diferencias, los
autores describieron dos nuevas especies N. parvum y N. luteum, que aparecen claramente

diferenciadas en los posteriores estudios moleculares y filogenéticos. Con la informacion
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integrada de las regiones ITS, EF y B-tubulina se aprecia la segregacion de N. ribis (Slippers,
Crous & M.J. Wingf.) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips y N. parvumn (Slippers et al. 2004b) y de
N. luteumy N. australe (Slippers et al. 2004c). En nuestra filogenia, a pesar de haber empleado
las tres regiones moleculares, N. gustraley N. /uteum quedaron agrupadas en un mismo clado.
Slippers et al. (2004c) afirmaron que, aunque las diferencias eran constantes, tan solo variaban
unos cuantos pares de bases en cada regidn, lo que probablemente en nuestro caso fue
insuficiente para separarlas. Neofusicoccum vitifusiforme y B. dothidea, cuya identificacion
morfoldgica quedaba algo ambigua, quedaron claramente diferenciadas a partir de los datos
moleculares. Neofusicoccum Vvitifusiforme se encuentra mas proximo filogenéticamente a
N. luteum| N. australe que a B. dothidea, y la ausencia de pigmento amarillo permite
diferenciarlo morfolégicamente de los dos primeros. La informacion molecular ha puesto de
manifiesto la variabilidad genética de Di. mutila, al sugerir la existencia de dos clados; por un

lado, los aislados procedentes de vid y, por el otro, los procedentes de otros hospedadores.

En estudios filogenéticos previos se han empleado diferentes especies de
ascomicetos como grupo externo de Botryosphaeriaceae, entre otras: Cercospora Fresen
(Orden Capnodiales) (Van Niekerk et al. 2004), Bionectria (Orden Hypocreales) (Luque et al.
2005), especies de la familia Magnaporthaceae (Crous et al. 2006) y Guignardia philoprina
(Berk. & M.A. Curtis) Aa, de la propia familia Botryosphaeriaceae (Slippers et al. 2004b). En el
presente estudio se utilizo el aislado CMW7063 de una especie de Hypocreales que ya habia
sido empleado por otros autores (Luque et al. 2005). Si bien esta especie estad algo alejada de
Botryosphaeriaceae, se escogio este aislado por ser el Unico con secuencias de las tres regiones
disponibles en GenBank. Sin embargo, es posible que la eleccion de esta especie como

outgroup haya dado lugar a las filogenias incongruentes (Dr. Alan Phillips com. pers.).

2.4.2 Nueva técnica de deteccion especifica para Botryosphaeriaceae

El diagnostico rapido de las enfermedades de madera en vides adultas y la
posibilidad de certificar plantas de vivero libres de estas patologias son algunos de los grandes

retos que puede ayudar a resolver la biologia molecular. El empleo de un método de deteccion
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rutinario de gran sensibilidad y bajo coste permitiria procesar un gran nimero de muestras y
detectaria de forma precoz el material infectado. El procedimiento aplicado en este trabajo
(PCR-cooperativa acoplado al revelado colorimétrico mediante hibridacion dot blot) reline todos
los requisitos para ser empleado como método rutinario de deteccion. Esta técnica ya se ha
aplicado de forma exitosa en la identificacion de material vegetal infectado con alguno de los
virus de ARN mas conocidos en fitopatologia (CLRV, virus del enrollado de la hoja del cerezo,
SLRSV, virus latente de la mancha anular de la fresa, CMV, virus del mosaico del pepino, PPV,
virus de la “sharka” y CTV, virus de la tristeza de los citricos) (Olmos et al. 2002). También se
ha aplicado en la deteccion de fitoplasmas en Malus domestica Borkh., Pyrus communis L. y
diversas especies de Prunus L. (Bertolini et al. 2007). La técnica ha mostrado ademas mayor
sensibilidad que otros métodos para detectar en agua de riego la presencia de la bacteria
Ralstonia solanacearum, causante de importantes dafios en cultivos de patata (Caruso et al.
2003). Torres et al. (2006) presentaron resultados preliminares prometedores de la aplicacion
de esta técnica en la deteccion de Phaeomoniella chlamydospora, hongo patdgeno de madera

de vid.

En el andlisis de las secuencias para el disefio de la sonda especifica de
hibridacion, se encontré una region de 18 pares de bases comin a las nueve especies de
Botryosphaeriaceae analizadas y ausente en el resto de especies asociadas a enfermedades de
la vina. El empleo de esta regién como diana de un iniciador especifico consiguié amplificar de
forma exclusiva los nueve aislados de Botryosphaeriaceae, lo que confirma empiricamente la
especificidad de la region hallada para la deteccion de estas especies en conjunto. En la
bibliografia se menciona la existencia de una regién especifica en especies con anamorfos tipo
Fusicoccum (Slippers et al. 2004a). Sin embargo, no hay referencia de la existencia de una zona
especifica para toda la familia que permita diferenciar molecularmente a las especies de
Botryosphaeriaceae de otros hongos patégenos de madera de la vid. Los avances en la
identificacion molecular de Botryosphaeriaceae han ido hasta ahora mas encaminados hacia la
caracterizacion de las especies. EI método ARDRA (amplified ribosomal DNA restriction

analysis), basado en la digestion de un amplicon de ADN ribosdmico con endonucleasas de
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restriccion de corte frecuente (Guarro et al. 1999; Olive y Bean 1999), ofrece un patrén
especifico que permite diferenciar entre diez especies de Botryosphaeriaceae (Alves et al.
2005). Sin embargo, en este trabajo no aparecen todas las especies presentes en vid, faltan
Do. viticola'y N. vitifusiforme, que, junto con las diez restantes, si se han incluido en nuestro
trabajo. Alves et al. (2007) aplicaron de forma satisfactoria dos métodos de fingerprinting para
la identificacion interespecifica de la familia, que mostraron patrones especificos de bandas para
27 especies. Estos métodos analizan todo el genoma y detectan de forma clara la variabilidad
intra- e interespecifica, basandose en la aparicion de secuencias repetitivas presentes en el
genoma de los eucariotas (Olive y Bean 1999; Soll 2000). La sensibilidad de estas técnicas es
tan alta que incluso se resaltan las diferencias entre aislados de una misma especie. Por tanto,
la aplicacién podria estar dirigida mas hacia el estudio de estructuras poblacionales y de

variabilidad genética que hacia la estandarizacion como método de identificacion rapido.

La deteccion colorimétrica, hibridacion con sonda marcada y reaccion de cambio de
color, aungue requieren mas tiempo y manipulacion que el revelado mediante tincidon con
bromuro de etidio, facilita enormemente la interpretacion de los resultados (Olmos et al. 2002).
Con el revelado colorimétrico se evita el uso del bromuro de etidio, conocido por ser
mutagénico, y permite analizar una gran cantidad de muestras (Bertolini et al. 2001). La
sensibilidad de deteccién de la técnica se establecid en 10® ng/pl, resultado comparable al
obtenido por Torres et al. (2006) en la deteccion de Pa. chlamydospora. Torres et al. (2006)
observaron que esta técnica mejoraba en 100 veces la capacidad de deteccion en relacion con
el revelado en gel de agarosa, y que la técnica de Co-PCR lo hacia, a su vez 100 veces mas, con

respecto a la PCR directa con la pareja de primers externos NSA3-NLC2.

Los resultados positivos de especificidad que ha mostrado la sonda Bot disefiada
deberan validarse en madera infectada de forma artificial con los diferentes patdgenos. Una vez
comprobada la detectabilidad en material vegetal, se podra emplear la técnica en la deteccion
rutinaria del grupo de Botryosphaeriaceae en muestras de campo. Olmos et al. (2002) ya han

reconocido la versatilidad del método para trabajar con diferentes materiales vegetales
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infectados, lo que valida su uso para la diagnosis de diversos fitopatdgenos. Otra de las
ventajas es que la sensibilidad del proceso permite detectar el patdgeno a concentraciones muy
bajas, cuando no aparecen sintomas en planta. Si se aplicara este método de forma
generalizada podria ser posible la deteccion rapida simultidnea de todos los patdgenos
implicados en el decaimiento de la vid mediante la creacion de sondas especificas para cada

uno de ellos.
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RESUMEN

Se estudi6 la capacidad de cinco especies de Botryosphaeriaceae de producir toxinas en cultivo liquido.
Las especies estudiadas fueron Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata, Dothiorella viticola, Neofusicoccum luteum y
N. parvum. Se ajustaron las condiciones dptimas de cultivo para obtener en cada caso la produccion de sustratos con la
maxima capacidad fitotdxica. Para ello, los aislados se cultivaron en medio de cultivo Czapek-Dox a diferentes periodos
de incubacion. La fitotoxicidad de Di seriatay N. parvum alcanzé un maximo tras 14 dias en cultivo mientras que el
resto de especies necesitd 21 dias. Todos los hongos produjeron compuestos hidrofilicos de elevado peso molecular con
propiedades fitotdxicas. Los filtrados del cultivo de A. luteum'y N. parvum'y sus respectivos extractos organico y acuoso
mostraron de forma reiterada ser altamente fitotoxicos en los diferentes ensayos realizados. La cromatografia de gases
de los glicosidos obtenidos a partir de los exopolisacaridos fitotoxicos de N. parvum mostré que estas sustancias estan
compuestas principalmente por glucosa, manosa y galactosa. Estos mondmeros son diferentes a los del botryosfaerano,
exopolisacarido aislado de Lasiodjplodia theobromae. Neofusicoccum luteum y N. parvum produjeron también

fitotoxinas lipofilicas de bajo peso molecular, compuestos que no fueron detectados en el resto de especies.
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3 Introduccion

3.1 INTRODUCCION

Se conocen numerosos hongos patdgenos capaces de producir toxinas, tanto en
las plantas que infectan como en el medio de cultivo en el que crecen. Estas sustancias nocivas
se caracterizan por ser muy efectivas a baja concentracion y son capaces de dafiar las
membranas celulares, afectar al transporte de sustancias y/o inactivar, inhibir o interrumpir las
reacciones enzimaticas del huésped vegetal (Tabacchi et al. 2000). ComlUnmente causan
necrosis, clorosis, marchitamiento y podredumbre, pudiendo provocar, en ocasiones, incluso la

muerte de la planta (Amusa 2006).

A dia de hoy se han descrito una serie de metabolitos fitotdxicos producidos por
diferentes hongos causantes de decaimiento en vid. Un ejemplo son la escitalona y la
isosclerona, dos pentaquétidos derivados de la naftalenona, aislados del filtrado del cultivo de
Phaeoacremonium aleophilum (Evidente et al. 2000). Otras fitotoxinas identificadas, producidas
por el agente causal de la eutipiosis en vifia (Eutypa lata), son eutipina, eutipinol, metil-
eutipinol, eulatacromeno, 2-iso-propenil-5-formilbenzofurano y eulatinol (Fallot et al. 1997;
Mahoney et al. 2005; Lardner et al. 2006). Tabacchi et al. (2000) identificaron ademas otros
metabolitos fitotdxicos en el filtrado del cultivo liquido de los cuatro hongos relacionados con la
yesca, Fomitiporia mediterranea (4-hidroxibenzilaldehido y 6-formil-2,2-dimetil-4-cromanona),
Pm. aleophilum (4-hidroxibenzilaldehido), Phaeomoniella chlamydospora (4-
hidroxibenzilaldehido y  3-(3-metil-but-2-eniloxi-4-hidroxibenzaldehido)-acido-benzoico) vy
Stereum hirsutum (esterehirsutinal). El estudio de la estructura quimica de las toxinas de
naturaleza organica de estos cuatro hongos, junto con las de £ /ata, parecid identificar un
posible precursor comun a todas ellas, el 4-hidroxibenzilaldehido. Este hecho podria revelar la
importancia de los derivados de esta sustancia en la toxicidad de dichos hongos (Tabacchi et al.
2000). Ademas, del cultivo de Pa. chlamydospora'y Pm. aleophilum se aisld una mezcla de
exopolisacaridos (a-glucanos), de diferente peso molecular, que también mostrd una
importante capacidad fitotdxica (Sparapano et al. 2000). Seguin Perrin-Cherioux et al. (2004), la

actividad de varias fitotoxinas producidas por distintos patdgenos podria generar un efecto
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3 Produccion de metabolitos fitotoxicos

sinérgico entre ellas, y estar directamente relacionado con la expresiéon de los sintomas de las

enfermedades.

El género Botryosphaeria y las especies relacionadas también son conocidos por
producir metabolitos fitotoxicos, aunque estas sustancias se han estudiado en aislados no
procedentes de vifia (Venkatasubbaiah y Chilton 1990; Venkatasubbaiah et al. 1991). La falta
de datos sobre los metabolitos fitotoxicos generados por especies de Botryosphaeriaceae
aisladas de vid impide conocer bien el papel patogénico de estas especies. Por tanto, el objetivo
planteado fue el de evaluar la fitotoxicidad de metabolitos producidos por especies de
Botryosphaeriaceae aisladas de vides afectadas de decaimiento. En este estudio también se
trabajoé en la optimizacion de las condiciones de cultivo /n vitro para la produccién de toxinas
por parte de estas especies, asi como en la caracterizacion bioldgica y quimica de estos

metabolitos toxicos.

3.2 MATERIAL Y METODOS

3.2.1 Condiciones de cultivo de las especies fungicas

Los cinco aislados empleados proceden de vinas afectadas de enfermedades de
madera localizadas en Catalufia (Tabla Anexo 2). Se depositd un cultivo representativo de cada
uno de estos aislados en el Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS, Utrecht, Holanda). Los
aislados se cultivaron en frascos Roux de 1 | que contenian 150 ml de medio de cultivo
Czapeck-Dox (Becton Dickinson, Cockeysville, Maryland, EE.UU.), enriquecido con 0,5% de
extracto de levadura y 0,5% de extracto de malta. Para iniciar los cultivos se afiadieron a este
medio fragmentos de micelio (10 a 15) procedentes de una colonia de una semana de edad
cultivada sobre PDA (Potato Dextrose Agar, Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EE.UU.). Los
cultivos se incubaron a 25° C y oscuridad durante 7, 14 y 21 dias para determinar el periodo de
incubacion optimo para cada hongo, aquél en el que se alcanzase la maxima toxicidad.
Transcurridos los periodos respectivos para cada especie, se filtraron los cultivos a través de un
papel de filtro cuadruple para eliminar la masa de micelio y se almacenaron a -20° C hasta su

procesamiento. La fitotoxicidad de los filtrados del cultivo se ensayd sobre plantas de tabaco
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3 Material y Métodos

como se explica mas adelante. Los periodos optimos de incubacidén que se establecieron para
cada especie se siguieron en los ensayos de fitotoxicidad posteriores y en el estudio quimico de

las toxinas.

3.2.2 Procedimientos quimicos generales

Las cromatografias analiticas de capa fina (TLC) se llevaron a cabo sobre placas de
gel de silice Kieselgel 60 F,s4 de 0,25 mm (Merck, Darmstadt, Alemania), utilizando como
eluentes cloroformo:isopropanol (8:2 6 9:1, v/v) y acetato de etilo:n-hexano (6:4, v/v). Las
placas de silice se puntearon en su base con las diferentes sustancias a analizar mediante un
capilar hasta formar un punto de aproximadamente 4 mm de didmetro. Las placas se
introdujeron en cubetas, con el eluente bafiando ligeramente la base, y se extrajeron antes de
que el frente alcanzase el limite superior de la placa. Los compuestos separados por polaridad a
lo largo de la TLC se visualizaron con diferentes técnicas: 1) exposicion a la luz UV (254 6 360
nm); 2) pulverizado con H,SO, (10% disuelto en metanol), posteriormente con acido
fosfomolibdico (5% disuelto en etanol) y calentadas a 110° C durante 10 min; 3) pulverizado
con ninhidrina (0,5% disuelta en acetona) y calentadas a 110° C durante 10 min y 4)

exposicion de las placas a vapores de yodo.

Se llevaron a cabo didlisis de los filtrados de los cultivos de las cinco especies, asi
como en el proceso de extraccion de exopolisacaridos de N, uteumy N. parvum. Las didlisis se
realizaron en membranas porosas tubulares Spectra/Por de corte molecular 3500 Da (Spectrum
Medical Industries Inc., Houston, Texas, EE.UU.). Se sumergieron las membranas en agua
destilada y se mantuvieron a 10° C durante 48 h, renovando el agua cada 8 h,

aproximadamente.

Las cromatografias se realizaron en columnas de vidrio de 80 cm longitud y 4 cm

diametro, empleando como fase estacionaria gel de silice Kieselgel 60, 0,063-0,200 mm,

(Merck, Darmstadt, Alemania) y como fase movil cloroformo:isopropanol (8:2, v/v).
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3.2.3 Separacion de las fases acuosa y organica de los filtrados del cultivo

Las extracciones se realizaron a tres pH diferentes: 1) pH del propio filtrado del
cultivo, 2) pH 2 mediante acidificacion con acido formico 1M y 3) pH 10 mediante alcalinizacion
con amoniaco 1M. De cada aislado, se tomaron tres muestras de 20 ml del filtrado y se
modific el pH de las muestras siguiendo el procedimiento anterior. La fase organica del filtrado
se extrajo con 60 ml de acetato de etilo en tres extracciones consecutivas, de 20 ml cada una, y
se combinaron aquéllas correspondientes al mismo pH. Para eliminar el exceso de agua se
anadid Na,SO, al combinado que posteriormente se filtrd con papel del filtro. El residuo
organico se recuperd al evaporar el acetato de etilo bajo presion reducida mediante un
Rotavapor ® R-125 (Biichi Labortecnik, Flawil, Suiza). Por su parte, la fase acuosa recuperada
tras la extraccién organica, se liofilizd previa congelacién en un bafo de metanol a -10° C.
Finalmente, se comprobd la fitotoxicidad de los extractos organicos obtenidos para cada pH y
aislado, y sus correspondientes fases acuosas siguiendo el procedimiento explicado mas

adelante.

3.2.4 Analisis de la fase acuosa

a) Didlisis de los filtrados del cultivo

Se mezclaron muestras (3 ml) del cultivo liquido de cada aislado con 3 ml de agua
ultrapura Milli-Q y se dializaron. Las membranas se sumergieron en 10 ml de agua destilada y
transcurridas 48 h, se recupero vy liofilizé el contenido de las membranas (IN) y de las diversas

fracciones externas (OUT) para posteriores analisis fitotoxicos.

b) Obtencion de los exopolisacaridos de Neofusicoccum luteum y N. parvum

La obtencion de los polisacaridos extracelulares (EPS) presentes en el filtrado de
los cultivos de N. luteun'y N. parvum se realizd fraccionando la fase acuosa de la extraccion
acida con etanol frio. Se disolvid el residuo liofilizado de la fase acuosa en 80 ml de agua
ultrapura Milli-Q y se enfrié a 4° C. Una vez enfriada la mezcla, se combiné con 4 volimenes de

etanol absoluto (320 ml) a 4° C y se mantuvo toda la noche a -20° C. El precipitado obtenido
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se separdé mediante centrifugacién en frio a 7000 rpm durante 45 min. La fase etandlica se
evapord bajo presion reducida y se obtuvo una sustancia aceitosa de textura viscosa y
homogénea. El precipitado obtenido se volvié a disolver en agua ultrapura Milli-Q (70 ml) y se
precipitd de nuevo con 280 ml de etanol absoluto frio como ya se ha descrito. Este segundo
precipitado se disolvié en 50 ml de agua ultrapura y se dializé segun lo descrito anteriormente.
Para finalizar, se comprobd la fitotoxicidad de todas las fracciones obtenidas durante el proceso

de precipitacion (fase IN de la dialisis de los EPS, fases OUT y fracciones etandlicas).

) Andlisis de los exopolisacaridos de Neofusicoccum parvum

Para conocer los azlcares presentes en el filtrado del cultivo de N. parvum se
realizd una metandlisis de los exopolisacaridos obtenidos. La metandlisis de una pequena
muestra (200-500 pg) de EPS se llevd a cabo con metanol/acido clorhidrico 1M a 85° C durante
18 h. Los O-metil glicdsidos resultantes se acetilaron con anhidrido acético y piridina a 85° C y
30 min. Los glicdsidos acetilados se extrajeron mediante CHCl;/H,O y se analizaron con un
cromatografo de gases con detector de masas GC-MS Agilent 5973 (Santa Clara, California,
EE.UU.). El detector de masas GC-MS se dotd de una columna capilar SPB-5 (Supelco, 30 m
longitud x 0,25 mm didmetro y 0,8 mL/min flujo de helio). El programa de temperatura
empleado fue el siguiente: 150° C (5 min), 150 — 300° C a 5° C/min, 300° C (15 min). Para el
espectro de masas se empled una energia de ionizacion de 70 eV y una corriente de 0,2 mA

(Vinogradov et al. 1992; Holst 2000).

3.2.5 Andlisis de la fase orgénica

a) Cromatografia en columna de los extractos organicos de Neofusicoccum luteum

¥ N. parvum

Cada extracto organico acido de estos aislados se fracciond mediante
cromatografia en fracciones de 7 ml con las que se prepararon TLC en el mismo eluente
(cloroformo:isopropanol, 8:2, v/v). Las fracciones que se mostraron homogéneas en las TLC se

combinaron y evaporaron bajo presion reducida. Los compuestos mas polares se recuperaron
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en una fraccion Unica mediante adicion de 1 | de metanol en la columna que fue igualmente
evaporado. Por Ultimo, se analizo la fitotoxicidad de los residuos de cada grupo homogéneo

combinado y del residuo metandlico.

3.2.6 Pruebas de fitotoxicidad

a) En planta de tabaco

Este ensayo preliminar se realizd para evaluar la actividad fitotdxica de los filtrados
del cultivo de las especies y determinar el periodo éptimo de incubacion en el que se obtiene la
maxima capacidad fitotoxica. Se realizaron infiltraciones de 500 pl del filtrado del cultivo de
cada aislado en tres momentos del periodo de incubacion (7, 14 y 21 dias). Se seleccionaron al
azar hojas asintomaticas de plantas de tabaco y se inyectd el filtrado en el mesdfilo foliar con
una jeringuilla de insulina. Se utilizaron como réplicas cuatro hojas por hongo y periodo de
incubacién y como controles medio de cultivo Czapeck-Dox y agua destilada aplicando el mismo
procedimiento. La actividad fitotoxica se expresé como el porcentaje de hojas que mostraron

lesiones necréticas en la zona infiltrada en un tiempo maximo de 48 h tras la infiltracion.

b) £n hoja de vid

La toxicidad del filtrado del cultivo de N. parvum también se probd en hojas
maduras de Vitis vinifera var. Tempranillo, puesto que algunos estudios previos han confirmado
gue esta especie es una de las mas virulentas sobre vid (Van Niekerk et al. 2004; datos no
publicados del capitulo 4). El filtrado de este aislado se testd a cuatro diluciones diferentes
(100, 50, 10 y 1%) utilizando agua destilada estéril como solvente. Se escogieron al azar hojas
plenamente desarrolladas y asintomaticas, procedentes de plantas adultas, y se seccionaron por
el peciolo. Se sumergid el peciolo de cada hoja en un vial que contenia 3 ml de la dilucién del
filtrado durante 20 h. Las hojas se transfirieron a un nuevo vial con agua destilada y se
mantuvieron durante 28 h mas, hasta el final del ensayo. Las hojas se conservaron en una
camara de crecimiento con un fotoperiodo de 12 h luz/12 h oscuridad y a una temperatura de
280 C. Se emplearon como réplicas cinco hojas por cada concentracién y como sustancias

control medio de cultivo Czapeck-Dox y agua destilada. Al final del experimento, se examinaron
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las hojas y se evaluaron los sintomas observados en una escala 0-3: 0) ausencia de sintomas,
1) ligero marchitamiento, 2) presencia de areas necroéticas y 3) necrosis severa de la superficie
foliar. La actividad fitotoxica se calculd estandarizando el valor medio de las 5 hojas, en un

rango de 0 a 100%.

C) £n plantula de tomate

En plantulas de tomate se comprobd la fitotoxicidad de las siguientes sustancias:
1) para todos los aislados, la fase acuosa y el extracto organico a los 3 pH ensayados, 2) las
diferentes fracciones obtenidas de la cromatografia en columna del extracto organico acido de
N. luteumy N. parvumy 3) el precipitado de exopolisacaridos de la fase acuosa de N. luteumy
N. parvum. Las muestras lipofilicas se diluyeron en 100 ul de metanol y se ajustaron a un
volumen final de 6 ml con agua destilada y las muestras hidrofilicas se disolvieron directamente
en 6 ml de agua destilada. El pH resultante de las diferentes diluciones se neutralizdé (pH 7) con
1% NaOH (p/v) o bien 1% HCI (v/v). Se realizaron tres réplicas por sustancia a testar y para las
sustancias control se empleé medio Czapeck-Dox (pH 6,7) y agua destilada. Se sumergi6 el
tallo de una planta de tomate var. Incas con dos hojas verdaderas y sin raiz en 2 ml de
solucion. Las plantas se mantuvieron durante 12 h en solucidn y posteriormente se transfirieron
a agua destilada durante 36 h mas. El experimento se realizd en una camara de crecimiento
con un fotoperiodo de 12 h luz/12 h oscuridad y a una temperatura de 28° C. Las lesiones
mostradas por la planta se evaluaron al final del ensayo, tras 48 h, en una escala 0-4: 0)
ausencia de sintomas, 1) ligero marchitamiento en una hoja, 2) puntos necroticos y marchitez
en varias hojas, 3) marchitamiento severo en las hojas y 4) desecacién completa de toda la
planta. La actividad fitotdxica se calculd estandarizando el valor medio de las 3 plantulas, en un

rango de 0 a 100%.

3.3 RESULTADOS

Los filtrados de los cultivos de todas las especies estudiadas mostraron actividad

fitotoxica sobre hojas de tabaco, aunque hubo diferencias de toxicidad entre los diferentes
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periodos de incubacion. La toxicidad maxima de Di. seriatay N. parvum se alcanzo tras 14 dias
en cultivo, con un importante decrecimiento posterior, mientras que el resto de especies
mostraron toxicidad Unicamente a los 21 dias (Figura 3.1). A partir de estos resultados se
determind el periodo de incubacion dptimo para cada especie y se fijaron las condiciones de
cultivo para el resto del ensayo. Las sustancias empleadas como control (medio Czapek-Dox y

agua destilada) no mostraron lesién alguna en ninguno de los tiempos de incubacion.

También se confirmd la toxicidad del filtrado de N. parvum sobre vid. Los filtrados
del cultivo de 14 dias causaron, en todas las hojas de vid ensayadas, desde decoloracion y
necrosis foliares hasta un total marchitamiento (Figura 3.2 y 3.3). La actividad tdxica se redujo
conforme aumentaba el factor de dilucion aunque la relacion no fue lineal: los filtrados al 1% y
10% generaron una afeccion mucho mayor de lo esperado para su grado de dilucion (Figura
3.3). Las hojas de vid inmersas en las sustancias control no mostraron ningun sintoma en su

superficie (Figura 3.2).
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Figura 3.1 Actividad fitotoxica en hojas de tabaco de los filtrados del cultivo de cinco especies de
Botryosphaeriaceae aisladas de vifa a diferentes periodos de incubacién. Las sustancias control (medio

Czapeck-Dox y agua destilada) no se representan por no causar sintomas.
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Figura 3.2 Sintomas causados por el filtrado del cultivo de Neofusicoccum parvum tras 14 dias de

incubacion en hojas de vid var. Tempranillo: marchitamiento severo (a), marchitamiento parcial con

puntos necroticos (flechas) (b), hoja asintomatica (control immerso en agua destilada) (c).
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Figura 3.3 Actividad fitotdxica en hojas de vid del filtrado del cultivo de Neofusicoccum parvum tras 14
dias de incubacion y a diferentes concentraciones. Las sustancias control (medio Czapeck-Dox y agua
destilada) no se representan por no causar sintomas. Las barras de error indican el error estandar de la

media.

La Tabla 3.1 muestra la cantidad de productos presentes en las diferentes fases
para las diferentes especies. En general, la fase acuosa presentd una cantidad de residuos
mayor que la fase organica. Los residuos de la fase acuosa presentaron valores maximos en la
extraccion basica (pH 10) para todas las especies salvo para B. dothidea. La extraccion organica
a pH acido proporcioné cantidades significativamente mayores de extracto que los otros dos pH

ensayados. Neofusicoccum luteum fue el hongo que produjo la cantidad mas alta de residuos
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en, practicamente, todas las fases y todos los pH ensayados. Por el contrario, Di. seriata mostrd
los valores menores de produccion dentro de la fase organica mientras que D. viticola los

mostro para la fase acuosa (Tabla 3.1).

La actividad fitotdxica mas elevada se detectd en los extractos de la fase acuosa
(Figura 3.4). Todas las especies mostraron actividad a pH 10 con un porcentaje variable entre
el 88 y el 100%. A pH inferiores, la fitotoxicidad de B. dothidea, Di. seriata, y Do. viticola se vio
reducida, mientras que la de N. /uteum 'y N. parvum permanecio estable en torno al 90% de
actividad. En la fase organica, la mayor fitotoxicidad se registré a pH 2 para los extractos de
N. luteumy N. parvum. Estos valores de toxicidad mostraron un decrecimiento a pH mas altos.
Dothiorella viticola fue la Unica especie que mostrd una ligera fitotoxicidad en el extracto

organico a pH no modificado (Figura 3.4).

A partir de las dialisis de la fase acuosa se obtuvo una cantidad de residuos de
bajo peso molecular (fraccion OUT) 2 é 3 veces superior a la recuperada en la fase IN (Tabla
3.2). Los mayores valores se recogieron de N. /uteurn (IN: 5,7 mq) y B. dothidea (OUT: 21,4
mg) mientras que los menores correspondieron a Do. viticola para ambas fases (IN: 2,8 mg,

OUT: 5,0 mg).

Tabla 3.1 Residuos obtenidos (en mg) de los extractos organicos y de las fases acuosas a partir de los

filtrados del cultivo liquido de las cinco especies de Botryosphaeriaceae del estudio.

. pH FC pH 2 pH 10
Especies pH del FC? . . .
Organico Acuoso Organico Acuoso Organico Acuoso
Botryosphaeria dothidea 6,6 0,5 104,8 5,2 119,3 0,8 110,5
Diplodia seriata 7,0 04 165,9 31 136,3 0,5 195,1
Dothiorella viticola 7,5 0,8 46,1 3,8 54,0 0,9 99,7
Neofusicoccum luteumn 6,7 1,2 165,2 8,7 167,8 1,0 206,0
Neofusicoccum parvum 8,7 0,7 125,1 41 106,3 0,6 145,8

#: FC, filtrado del cultivo.
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Figura 3.4 Actividad fitotoxica, en plantula de tomate, de la fase organica y acuosa a tres pH
diferentes a partir del cultivo liquido de cinco especies de Botryosphaeriaceae. Las sustancias control
(medio Czapeck-Dox y agua destilada) no se representan por no causar sintomas. Las barras de error

indican el error estédndar de la media. pH FC: filtrado del cultivo a pH no modificado.

Tabla 3.2 Productos de las didlisis del filtrado del cultivo y de las precipitaciones de

exopolisacaridos (EPS) de las especies de Botryosphaeriaceae en estudio.

Dialisis FC? Precipitacién EPS °
Especies IN (mg) OUT (mg) IN (mg) OUT (mg) Etanol (g)
Botryosphaeria dothidea 5,4 21,4 -¢ - -
Diplodia seriata 3,1 12,8 - - -
Dothiorella viticola 2,8 5,0 - - -
Neofusicoccum luteumn 5,7 12,8 268,0 307,0 5,014
Neofusicoccum parvum 4,4 15,5 138,7 171,1 5,333

2: a partir de 3 ml de filtrado del cultivo.
b: a partir de 800 ml del filtrado del cultivo.

¢ -, no analizado.

La didlisis del preciptado de EPS de M. /luteum y N. parvum proporciond unos
residuos en la fraccion IN de 268 mg y 138,7 mg, respectivamente, aunque menores que las
fracciones OUT. Sin embargo, la proporcion OUT/IN para estas especies no fue tan alta como la
observada en la didlisis de los filtrados del cultivo (Tabla 3.2). De todo el proceso, las

cantidades mayores para ambas especies se obtuvieron de la fase etanolica.
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La actividad fitotoxica de la fraccion IN se mostro variable para todas las especies
estudiadas (Figura 3.5). La toxicidad producida por N. /uteum fue la mas alta, 88%, mientras
que la menor fue para Di. seriata, 25%. La fraccion OUT sdlo produjo actividad fitotdxica para
B. dothidea, N. luteumy N. parvum, y en niveles menores que para los mismos de la fraccion

IN.

En la dializacién de los EPS, N. /uteun mostrd actividades similares para ambas
fracciones mientras que N. parvum demostrd ser fitotdxico solo en la fraccion IN (Figura 3.6).
Los residuos de la fase etandlica mostraron una baja toxicidad para ambas especies de
Neofusicoccum. El analisis de los glicésidos O-metil acetilados de la parte activa de los EPS de
N. parvum mostré la predominancia de los monosacaridos manosa, glucosa y galactosa, en

proporcion aproximada 2:1:1.
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Figura 3.5 Actividad fitotoxica en plantulas de tomate de filtrados del cultivo dializados de cinco
aislados de Botryosphaeriaceae. Las sustancias control (medio Czapeck-Dox y agua destilada) no se

representan por no causar sintomas. Las barras de error indican el error estandar de la media.
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Figura 3.6 Actividad fitotdxica en plantulas de tomate de precipitados de EPS dializados de
Neofusicoccum luteum y Neofusicoccum parvum. Las sustancias control (medio Czapeck-Dox y agua
destilada) no se representan por no causar sintomas. Las barras de error indican el error estandar de la

media.

La columna cromatografica del extracto organico acido de N. /uteum se cargd con
572 mg de extracto, procedentes de 800 ml de filtrado del cultivo. Tras el proceso
cromatografico se recuperaron 115 mg, divididos en 11 grupos homogéneos: 1-2 (1,5 mg), 3-4
(1,6 mg), 5-7 (3,3 mg), 8 (2,8 mg), 9-11 (18,6 mg), 12-18 (30,1 mg), 19-26 (13,6 mg), 27-51
(22,6 mg), 52-80 (8,2 mg), 81-Final (10,3 mg) y metanol (MeOH) (3,0 mg). En la cromatografia
de N. parvum se recuperaron 122 mg de los 173 mg cargados, procedentes de 800 ml de
filtrado del cultivo. El fraccionamiento de este extracto generd siete grupos homogéneos: 1-8
(14,0 mg), 9-14 (7,4 mg), 15-30 (14,3 mg), 31-61 (10,0 mg), 62-80 (1,4 mg), 81-Final (15,0
mg) y MeOH (102 mg). Las fracciones recuperadas tras la cromatografia liquida representan un
20% del extracto inicial para N. /uteum y un 70% para N. parvum. La baja proporcidn
recuperada en la columna de N. /uteum se explica por la predominancia en el extracto de un
pigmento que permanecié retenido, por su gran polaridad, en la parte superior de la columna

cromatogréfica.

Los grupos obtenidos de la columna de N. /uteum mostraron un rango de toxicidad

entre bajo y moderado (< 50 %) en todas las fracciones excepto en la tercera, que no mostrd
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ninguna actividad (Figura 3.7a). La toxicidad mayor (50%) se registrd en la primera fraccion (1-
2), moderada en la segunda y en las tres Ultimas fracciones y baja en las intermedias. Para
N. parvum, la mayor fitotoxicidad se exhibié en los metabolitos menos polares, presentes en los
dos primeros grupos (1-8 y 9-14) con valores de 95% y 75%, respectivamente (Figura 3.7b).
Las tres Ultimas fracciones (62-80, 81-Final y MeOH) se mostraron practicamente inactivas, a
pesar de que los metabolitos que contienen representan una parte importante (62%) del peso

total del extracto.

a 100 7
E\t 80 -
[}
9
S 60
hed
o
e
- 401
©
=
220
Q
<
0 i
o~ < N [ee] — [oe] O — o © T
| | | — — N [To e+ = o
— (32} LN | | | | | iT )
()] o ()] ™~ o
— — ~ LN ) =
oo
b Fracciones cromatograficas
100 - le
S 80
(0]
2
E, 60 -
o
=
- 404
]
b=
2 20
Q
<
0 i
1.8 9_ 15_30 31 _61 62_80 81_Final MeOH

Fracciones cromatograficas

Figura 3.7 Actividad fitotoxica, en plantula de tomate, de las fracciones cromatograficas procedentes
de los extractos organicos acidos de Neofusicoccum luteum (@) y N. parvum (b). Las sustancias control
(medio Czapeck-Dox y agua destilada) no se representan por no causar sintomas. Las barras de error

indican el error estandar de la media.
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3.4 DISCUSION

A pesar de los progresos en la identificacion de toxinas, se ha avanzado poco en el
estudio de los metabolitos fitotdxicos de las especies de Botryosphaeriaceae asociadas con el
decaimiento de vides. Seglin nuestro conocimiento, con el presente trabajo se ha estudiado por
primera vez la produccion de metabolitos fitotoxicos en especies de Botryosphaeriaceae aisladas
de vides afectadas de decaimiento. Se conocen algunas sustancias téxicas producidas por
especies que, aunque se pueden encontrar en vid, sdlo se han identificado en otros
hospedadores. Venkatasubbaiah y Chilton (1990) identificaron las toxinas: meleina, tirosol, 4-
hidroximeleina, 5-hidroximeleina y 4-hidroxibenzaldehido en el filtrado del cultivo de
“Botryosphaerid’ obtusa, agente causal de la pudricion negra del fruto del manzano. Otra
especie de la familia, Lasiodiplodia theobromae (aislado DABAC-P82) se caracteriza por la

produccion de B-glucano (Selbmann et al. 2003).

Los resultados obtenidos indican que las cinco especies de Botryosphaeriaceae
estudiadas exhibieron propiedades fitotoxicas aunque en diferente grado segun la especie. En
el caso de N. luteum y N. parvum se registrd una actividad toxica importante y de forma
reiterada en las diferentes fases ensayadas, lo que podria sugerir que los metabolitos
fitotoxicos estarian involucrados en la virulencia de ambas especies en planta. Mientras la
virulencia en vid de N. /futeun CBS 121482 se determind en un experimento de nuestro equipo
(datos no publicados, ver capitulo 4), la de N. parvum ya ha sido demostrada en estudios
previos (Van Niekerk et al. 2004) y confirmada también por nuestro equipo (ver capitulo 4).
Ademas, se apreciaron importantes dafos en las hojas de vid inmersas en el filtrado del cultivo
de N. parvum, entre ellos, marchitamiento, decoloracion y necrosis en la superficie foliar. Estos
sintomas parecen ser similares a aquellos causados por los filtrados del cultivo, EPS y extractos
organicos de Phaeoacremonium aleophilum 'y Phaeomoniella chlamydospora (Sparapano et al.

2000).

Las tres especies restantes, B. dothidea, Di. seriata'y Do. viticola, mostraron una

fitotoxicidad menor en comparacion con N, /uteum 'y N. parvum, aunque ésta fue variable en
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las diferentes pruebas realizadas. No ha sido posible establecer una relacion clara entre la
actividad fitotdxica de estas tres especies y la virulencia que la bibliografia les reconoce (Van
Niekerk et al. 2004; Taylor et al. 2005; Urbez-Torres et al. 2007). De las tres especies,
Di, seriata ha sido la especie que menor actividad mostrd en los diversas categorias (excepto a
pH 10 de la fase acuosa). La patogenicidad de esta especie es un ejemplo de controversia, ya
que mientras unos autores la clasifican como virulenta (Castillo-Pando et al. 2001; Auger et al.
2004; Van Niekerk et al. 2004) otros la han descrito como patdégeno débil (Phillips 2002; Taylor
et al. 2005). Dothiorella viticola apuntd una ligera actividad fitotdxica sobre tomate en la fase
organica a pH sin modificar, e incluso, en vid, genera necrosis ligeramente mayores que las
plantas control (Van Niekerk et al. 2004; Urbez-Torres et al. 2007). Por su parte, B. dothidea,
con actividad exclusiva en la fase acuosa, ha sido catalogada como patdgeno de baja virulencia

(Van Niekerk et al. 2004).

Se establecieron dos periodos de incubacion Optimos para que las especies
alcanzasen la fitotoxicidad maxima en el cultivo estacionario: 14 dias para Di. seriata y
N. parvum, y 21 dias para las restantes. En general, la acidificacion del filtrado permitio extraer
las mayores cantidades de compuestos organicos mientras que los compuestos hidrofilicos se

obtuvieron mejor en medio basico.

Los primeros estudios del filtrado de N. Juteum'y N. parvum mostraron que ambas
especies producen fitotoxinas de naturaleza lipofilica y de bajo peso molecular. En las TLC
preparadas con los metabolitos organicos de estos dos hongos se puntearon también con dos
meleinas purificadas en el laboratorio del Dr. Evidente (Univ. Federico II, Napoles, Italia). Las
placas mostraron, en cada una de las metodologias empleadas, patrones de puntos diferentes
entre las meleinas y los metabolitos de los dos Neofusicoccum. Por tanto, estos compuestos
parecen ser diferentes de las meleinas y fenoles identificados en estudios bibliograficos previos
a partir de Di. seriata (Venkatasubbaiah y Chilton 1990; Venkatasubbaiah et al. 1991). Todas

las fracciones organicas con propiedades fitotdxicas de estas dos especies de Neofusicoccum
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revelaron en las TLC de diferentes eluentes que los metabolitos presentes poseian un patron

cromatografico similar (datos no mostrados).

Las cincos especies de Botryosphaeriaceae ensayadas produjeron compuestos
fitotdxicos de naturaleza hidrofilica y de elevado peso molecular. El analisis mediante GC-MS de
los glicdsidos de los EPS de M. parvum reveld que dichos compuestos estaban formados por
glucosa, manosa y galactosa principalmente, los cuales son diferentes de los botriosfaeranos
(botryosphaerans). Los botriosfaeranos, (1—3; 1—6)-B-D-glucanos, son producidos por
“B." rhodina (Corradi da Silva et al. 2005) y por una especie lignolitica no identificada de

Botryosphaeriaceae (Barbosa et al. 2003).

La implicacién de los EPS en enfermedades de origen flngico y bacteriano es
conocida desde hace décadas por la comunidad cientifica (Hogdson et al. 1949, Harborne 1983;
Denny 1995), aunque su papel como fitotoxinas todavia debe ser clarificado (Van Alfen 1989;
Denny 1995). En algunos casos, se ha reconocido el efecto toxico en planta de polisacaridos
producidos por hongos patdgenos tales como Hymenula cerealis Ellis & Everh.
(= Cephalosporium gramineum Y. Nisik. & Ikata) (Spalding et al. 1961), Ceratocystis
fagacearum (Bretz) J. Hunt (McWain y Gregory 1972), Ophiostoma u/mi (Buisman) Nannf.
(Strobel et al. 1978), Fusarium solani (Mart.) Sacc. (Thomas 1949), y diversas especies de
Phytophthora de Bary, como P. cinnamomi Rands, P. megasperma var. sojae A.A. Hildebr. y
P. palmivora (E.J. Butler) E.J. Butler (Keen et al. 1975). Concretamente, los filtrados de
P. cinnamomi, P. cryptogea Pethybr. & Laff. y P. nicotianae Breda de Haan llegaron a causar un
marchitamiento acusado en diversos hospedadores (Woodward et al. 1980). Estas
macromoléculas interferirian en la circulacién de agua en los tejidos vegetales al taponar los
vasos, lo que generaria los sintomas de marchitamiento (Barbosa et al. 2003). Este fendmeno
parece, por tanto, estar mas relacionado con el tamafio de las moléculas y su viscosidad que
con su estructura (Harborne 1983). Por otro lado, el aislamiento reciente de EPS de
Cryphonectria parasitica (Murrill) M.E. Barr (Corsaro et al. 1998b), Phomopsis foeniculi Du

Manoir & Vegh (Corsaro et al. 1998a), Pm. aleophilumy Pa. chlamydospora (Sparapano et al.
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2000), que provocan efectos fitotoxicos tanto en sus hospedadores naturales como en otros,
sugeriria un caracter no especifico de estos metabolitos toxicos. Algunos ensayos de
especificidad podrian apuntar a un comportamiento diferente. Por ejemplo, se ha sugerido una
cierta relacion entre toxicidad y especificidad en algunas enfermedades bacterianas que causan

necrosis en hoja (Rudolph et al. 1989).
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RESUMEN

En este estudio se ha llevado a cabo una caracterizacion de la patogenicidad de seis especies de
Botryosphaeriaceae procedentes de los vifledos muestreados en Catalufia (Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata,
Dothiorella viticola Neofusicoccum luteumn, N. parvum 'y N. vitifusiforme). Para ello, se realizaron inoculaciones con
distintos aislados de estas especies en sarmientos maduros de una variedad de uva blanca (Macabeo) y una tinta
(Tempranillo). Para evaluar la patogenicidad de los hongos ensayados se analizaron cuatro variables: muerte del
sarmiento, produccion de chancros y fructificaciones flngicas y longitud de las necrosis vasculares causadas por los
hongos. A las pocas semanas de la inoculacién, el 22% de los sarmientos inoculados con N. parvumy N. luteum murid.
Estas mismas especies se revelaron como las mas virulentas, mostrando los valores mas altos para el resto de variables
medidas, con necrosis que en muchos casos superaron la decena de centimetros. Dothiorella viticola, N. vitifusiforme'y
Di. seriata causaron las necrosis vasculares mas pequefias mientras que las necrosis debidas a B. dothidea mostraron
valores intermedios. Diplodia seriata ofreci6 mucha variabilidad en las variables analizadas, lo que no dejé clara su

virulencia en Vitis.
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4 Introduccion

4.1 INTRODUCCION

Los miembros de la familia Botryosphaeriaceae son hongos cosmopolitas que
poseen un amplio rango de hospedadores y una extensa distribucion geografica (Barr 1972).
Dentro de la familia, las especies se han descrito como saprofitas o parasitas (Smith et al.
1996), pudiendo causar chancros, decaimiento y otras enfermedades en lefiosas (Michailides
1991; Phillips 2000; Denman et al. 2003; Slippers et al. 2004). La importancia de las especies
de Botryosphaeriaceae como patdégenos de vid esta aumentando en los Ultimos afios, ya que
cada vez es mas comun aislar estas especies como Unico agente patdgeno (Fourie y Halleen
2001; Auger et al. 2004; Taylor et al. 2005). Se han descrito al menos 13 especies de la familia
aisladas de vid y, aunque las especies presentes y su frecuencia varia mucho en funcion de la
region viticola, las mas comunes son, a nivel general, Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata,
Di. mutila, Neofusicoccum Iluteum, N. parvum y N. ribis (Pascoe 1998; Phillips 2002; Van

Niekerk et al. 2006).

El creciente nimero de especies de Botryosphaeriaceae aisladas de vides
enfermas, junto con la complicada taxonomia de la familia, han dificultado la caracterizacion
patogénica de dichas especies (Phillips 2002; Van Niekerk et al. 2006). Phillips (1998) describid
por primera vez a B. dothidea como patdgeno de vid en Portugal, aunque posteriormente se vio
que algunos de los aislados estudiados correspondian en realidad a M. parvum (Alan Phillips
com. pers.). En un trabajo posterior, Phillips (2002) considerd N. parvum como uno de los
agentes implicados en el decaimiento de la vid. Van Niekerk et al. (2004) realizaron tres tipos
diferentes de inoculaciones con aislados sudafricanos y, de las mas de ocho especies
ensayadas, N. parvum y N. australe destacaron por causar las lesiones mas importantes.
Diplodia seriata se ha aislado en multiples ocasiones y su patogenicidad es un tema que genera
una controversia considerable. Algunos autores consideran a esta especie como un parasito
secundario o saprofito (Phillips 1998; Taylor et al. 2005), mientras que otros, la consideran
directamente relacionada con el BDA en diversos paises (Larignon y Dubos 2001; Auger et al.

2004).
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4 Patogenicidad y virulencia

El presente estudio se ha centrado en la caracterizacion patogénica de aislados de
Botryosphaeriaceae procedentes de muestreos en vifiedos catalanes (ver capitulo 1). Se ha
estudiado la patogenicidad de cuatro de las especies mas comunes en vid (5. dothidea,
Di, seriata, N. luteumy N. parvum), ademas de Dothiorella viticola'y N. vitifusiforme. Ademas
de la comparacion entre especies, se ha realizado una prueba de la patogenicidad con distintos
aislados de Di seriata y N. parvum, las dos especies mas frecuentes en los vifiedos

muestreados, para estudiar la variabilidad intraespecifica en la virulencia de estas dos especies.

4.2 MATERIAL Y METODOS

4.2.1 Material vegetal y aislados fungicos

En este ensayo se emplearon las variedades de vid Tempranillo (uva tinta) y
Macabeo (blanca). Las plantas de vid fueron suministradas por los viveros de Bodegas Miguel
Torres; se sirvieron con una edad de 1 afo, injertadas sobre el patron Richter 110 y con raiz. A
principios del mes de abril de 2004, las vides se plantaron en macetas de 3 litros utilizando
como sustrato arena roja, arena de silice blanca y turba (Floragard Floratorf, Oldenburg,
Alemania), en proporcion 3:2:2 (v:v:v). Las plantas se mantuvieron en un invernadero dotado
de riego por goteo automatizado y de un sistema de refrigeracion cooling. Las plantas se
fertilizaron semanalmente con 10 ml de solucién nutritiva Hoagland (Hoagland y Aaron 1950)
con la siguiente proporcion de macronutrientes: 4% de Ca(NOs),, 2,5% de KNOs;, 2,5% de
MgSO, y 0,7% de KH,PO,y de micronutrientes: 1,4% de H3BO; y trazas, inferiores al 1%, de

Mn Cl,, ZnSO., CuSOs, Fe (EDTA) y H,MoO..

Para esta prueba de patogenicidad, se selecciond un aislado de cada unas de las
especies de Botryosphaeriaceae recuperadas en nuestros muestreos de campo, exceptuando,
Di. seriatay N. parvum, para las que seleccionaron cuatro aislados por especie (Tabla Anexo 2).
Los indculos se prepararon a partir de fragmentos de micelio de los aislados, incubados a 25° C
en PDA (Potato Dextrose Agar, Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EE.UU.) y durante un

maximo de 7 dias antes de la inoculacion.
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4.2.2 Pruebas de patogenicidad

El estudio del caracter patogénico de los aislados se llevd a cabo mediante
inoculaciones controladas siguiendo los postulados de Koch (Agrios 1969). Las inoculaciones se
dividieron en dos afios, 2004 y 2005. A finales del mes de mayo de 2004 se inocularon las
especies B. dothidea, Di. seriata, Do. viticola'y N. parvum y en el mismo mes de 2005 se
inocularon M. luteum y N. vitifusiforme, siguiendo el mismo protocolo. En cada planta se
practicd una incisidn con ayuda de un bisturi estéril, en un entrenudo del sarmiento del afno
anterior. En los cortes, de unos 2 cm de longitud y pocos milimetros de profundidad, se dispuso
como indculo un fragmento de micelio de unos 2,5 mm, con la cara miceliar en contacto con los
tejidos vasculares. El corte se volvid a cerrar y se sell6 con Parafiim ® (Laboratory Film,
Pechiney Plastic Packaging, Chicago, Illinois, EE.UU.). Para los controles se utilizaron
fragmentos de PDA estéril de idéntico tamario, utilizando la misma técnica de inoculacion. En la
primera inoculacion se emplearon 18 plantas por variedad, aislado y control, y en la segunda,
10, ya que la reduccion en el nimero de réplicas no alter6 la varianza de la muestra. Las
plantas se mantuvieron en el invernadero en condiciones de riego favorable mientras se

desarrollo el experimento.

Durante el primer mes tras la inoculacion, se realizé un seguimiento diario de las
plantas inoculadas para detectar la posible muerte o seca de la planta. Transcurridos 6 meses,
se anotaron los siguientes datos de cada planta: formacion de chancro en el punto de
inoculacion, aparicion de fructificaciones en torno a la herida y longitud de las necrosis
vasculares por encima y por debajo del punto de inoculacidon. La necrosis total se obtuvo a
partir de la suma de las dos longitudes anteriores. Para medir las lesiones internas se
eliminaron la corteza y los tejidos subyacentes con ayuda de un bisturi y se anoto la longitud de
la zona necrética. Finalmente, se tomaron fragmentos de los tejidos afectados para reaislar el
hongo inoculado y completar asi los postulados de Koch. De las plantas que presentaban las
necrosis mas desarrolladas, los aislamientos se hicieron a intervalos de dos centimetros desde

el punto de inoculacién hasta completar la longitud de la zona necrosada. Los fragmentos se
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esterilizaron en superficie por inmersion en alcohol al 70%, durante 4 minutos, y se sembraron
en medio nutritivo PDA suplementado con sulfato de estreptomicina (100 unidades/ml)
(Johnston y Booth 1983). Las placas se incubaron a 259 C y se realizd un seguimiento diario,

durante un maximo de una semana, para verificar el reaislamiento de las diferentes especies.

4.2.3 Analisis de datos

Una vez recopilados los datos, se realizd un estudio comparativo entre las
diferentes especies de Botryosphaeriaceae y entre los aislados de Di. seriatay N. parvum. Para
establecer las relaciones de dependencia entre las variables discretas (formacion de chancro y
aparicion de fructificaciones) y los factores (variedad de vifia, especie y aislado inoculado) se
utilizé el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. En el caso de las variables continuas (longitud
de las necrosis inferior, superior y total) se empled el andlisis de la varianza (ANOVA).
Previamente, se comprobd la normalidad y homogeneidad de varianzas de los datos y, en caso
de necesidad, se transformaron logaritmicamente para cumplir con estos dos requisitos (Quinn
y Keough 2002). Tras el ANOVA, se aplicd el test de Dunnett que identifica los aislados con
necrosis significativamente mayores a las del control. Finalmente, para conocer la progresion
del hongo por el sarmiento, se compararon las necrosis superiores e inferiores con una
t-student de medidas repetidas, para lo cual se realizd primero la transformacion de la raiz
cuadrada de los datos. Los analisis estadisticos se efectuaron con el programa Statistica version

7.0 para Windows (StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, EE.UU.).

4.3 RESULTADOS

Los resultados obtenidos en las pruebas de patogenicidad se resumen en la Tabla

4.1. Las plantas control mostraron heridas bien cicatrizadas, sin chancros ni fructificaciones
fungicas en torno al punto de inoculacién. Las necrosis vasculares en estas plantas solo

superaron el centimetro en las inoculaciones de Tempranillo de 2004.
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Tabla 4.1 Resultados de las pruebas de patogenicidad de distintas especies de Botryosphaeriaceae sobre plantas de vid de las variedades Macabeo y Tempranillo.

Variedad
Fecha
Especie Aislado noculacién Macabeo Tempranillo
N Muertas  Chancro  Fruct. Necr. % Reaisl. N Muertas  Chancro  Fruct. Necr. % Reaisl.

Control 2004 18 0 0 0 0,9 0 18 0 0 0 2,0 0
2005 10 0 0 0 0,2 0 10 0 0 0 0,7 0

Botryosphaeria dothidea CBS121484 2004 18 0 15 4 3,2 100 18 0 14 3 3,2 100
Diplodia seriata CBS121485 (JL398) 2004 18 0 10 7 2,4 100 18 0 8 3 3,5 67
jL421 2004 18 0 2 0 0,8 83 18 0 0 0 1,9 28

1-29 2004 18 0 12 10 1,6 89 18 0 5 7 3,0 78

I-50 2004 18 0 15 6 1,5 100 18 0 8 10 3,6 83

Total Di. seriata 2004 72 0 39 23 1,6 93 72 0 21 20 3,0 64
Dothiorella viticola CBS117006 2004 18 0 4 0 1,7 61 18 0 6 0 2,1 39
Neofusicoccum luteum CBS121482° 2005 10 3 5 10 8,6 100 10 6 10 10 8,2 100
Neofusicoccum parvum JL387 2004 18 0 6 7 4,0 94 18 0 17 6 5,6 100
CBS121486 (JL396)° 2004 18 5 9 14 10,8 89 18 1 9 17 13,8 78

JL434° 2004 18 5 18 18 12,7 100 18 0 9 18 11,6 100

JL444° 2004 18 1 18 4 6,7 100 18 0 18 10 6,9 94

Total N. parvum 2004 72 11 51 43 8,5 96 72 1 53 51 9,4 93
Neofusicoccum vitifusiforme CBS121481 2005 10 0 2 0 1,8 100 10 0 7 8 2,5 100

@ Para estos aislados, los resultados se leyeron a los dos meses de la inoculacion.
N: NUmero de plantas inoculadas.

Muertas: Numero de plantas con el sarmiento inoculado muerto o seco.

Chancro: Numero de plantas en las que se formé chancro en el punto de inoculacién.
Fructificaciones (Fruct.): Nimero de plantas en las que aparecieron fructificaciones en torno al punto de inoculacién.

Longitud de la necrosis total (Necr.): Suma de la longitud de las necrosis superior e inferior desde el punto de inoculaciéon (en cm). En negrita, necrosis significativamente distintas al control segiin
el test de Dunnett.

Porcentaje de reaislamiento (% Reaisl.): Porcentaje de reaislamiento de la especie inoculada a partir de la madera infectada.
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4.3.1 Seca del sarmiento

Neofusicoccum luteum'y N. parvum causaron la seca del sarmiento inoculado a las
dos semanas de la inoculacién. Los aislados CBS121486 (JL396), JL434 y JL444 de N. parvum
provocaron la muerte del sarmiento de 11 plantas de Macabeo y una de Tempranillo, mientras

que N. /uteurn deseco el sarmiento en seis vides Macabeo y tres Tempranillo (Tabla 4.1 y Figura

4.1 a-c). Ninguna otra especie flingica causo la muerte o seca del sarmiento de vid. Para evitar
una colonizacién secundaria de hongos saprofitos que alterara las plantas muertas, se procedio
a la lectura de resultados de dichas plantas a los dos meses de la inoculacion. En todas las
plantas inoculadas con N. Juteumy N. parvum, de las que se pudo tomar medida de la necrosis,

se apreciaron importantes dafios vasculares, con necrosis bien marcadas (Figura 4.2 a-c). En

punto de
inoculacion

Figura 4.1 Sintomas observados en plantas de vid inoculadas con Neofusicoccum parvum. Plantas
inoculadas con los aislados JL434 y CBS121486 (JL396) y el control tras 3 semanas de inoculacién (a),
seca del sarmiento inoculado y rebrote por debajo del punto de inoculacion (b) y necrosis tras 15 dias

de inoculacién con el aislado CBS121486 (JL396) (c).
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necrosis
superior

punto de
inoculacion

Figura 4.2 Lesiones en la madera causadas por Neofusicoccum parvum. Necrosis sectorial en corte
transversal en un sarmiento inoculado con el aislado CBS121486 (JL396) (@), necrosis longitudinal en la

mitad inferior del sarmiento (b) y necrosis superior (c).

muchos casos, también aparecieron cuerpos fructiferos del hongo en torno al punto de
inoculacion. De estas plantas, se recuperaron fragmentos afectados hasta una distancia de
7 cm del punto de inoculacién y se reaisld el hongo inoculado de todos ellos en el 100% de los

casos.

4.3.2 Formacion de chancros y produccion de cuerpos fructiferos

Segun los resultados estadisticos, la formacion de chancro en torno al punto de
inoculacién (Figura 4.3a) dependid de la especie de Botryosphaeriaceae inoculada (p < 0,01). El
81% de las plantas inoculadas con B. dothidea presentaron chancro, el 75% de las inoculadas
con N. luteum, el 72% con N. parvum, el 42% con Di. seriata, el 28% de las inoculadas con
Do. viticola y, por Ultimo, el 24% con N. vitifusiforme (Figura 4.3b). Se detect6 una variabilidad
significativa (p < 0,01) en la formacion de chancros segun el aislado inoculado de las especies
Di. seriata'y N. parvum. El aislado JL444 de N. parvum generd chancros en el 100% de las
plantas inoculadas mientras que los otros aislados mostraron porcentajes cercanos al 75%. En

el caso de Di. seriata, el aislado JL421 caus6 tan soélo un 10% de chancros cuando los otros tres
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Figura 4.3 Produccion de chancros sobre el punto de inoculacién. Chancro formado en una planta
inoculada con Neofusicoccum parvum CBS121486 (JL396) (a) y porcentaje de plantas que presentaron

chancros en inoculaciones con distintas especies de Botryosphaeriaceae (b).

aislados ofrecieron porcentajes en torno al 50%. Segun el analisis estadistico, la formacion de

chancros fue independiente de la variedad de uva inoculada (p = 0,37).

Los cuerpos fructiferos de los hongos aparecieron sobre los tejidos muertos de la
planta cercanos al punto de inoculacién (Figura 4.4a). Mediante observaciones microscopicas se

pudo confirmar su correspondencia con la especie inoculada. Al igual que en la formacion de

b B B. dothidea 8 Di. seriata & Do. viticola
& N. luteum 8 N. parvum B N. vitifusiforme
100 + MM
80 1

60 -

40 -

% de plantas con
fructificaciones

20 ~

398 421 129 I-50 387 396 434 444

Figura 4.4 Formacién de fructificaciones sobre el punto de inoculacién. Fructificaciones presentes en
una planta inoculada con Neofusicoccum parvum CBS121486 (JL396) (a) y porcentaje de plantas que

presentaron fructificaciones en inoculaciones con distintas especies de Botryosphaeriaceae (b).
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chancros, la produccion de cuerpos fructiferos dependié significativamente de la especie
inoculada (p < 0,01). Las especies que mas fructificaron fueron N, /uteuny B. dothidea, ambas
en el 83% de las plantas inoculadas, seguidas de A. parvum (71%), Di. seriata (54%),
N. vitifusiforme (39%) y, por Ultimo, Do. viticola (22%) (Figura 4.4b). El analisis estadistico
confirmd la dependencia significativa entre el porcentaje de fructificacion y los aislados de
Di, seriata y N. parvum (p < 0,01). Asi por ejemplo, en Di seriata las plantas con
fructificaciones variaron entre el 11 y el 83% segun el aislado inoculado, mientras que en
N. parvum se observaron entre el 33 y el 100% de las plantas inoculadas. La presencia de estos

cuerpos fructiferos fue independiente de la variedad de vid inoculada (p = 0,10).

4.3.3 Necrosis vasculares

La morfologia de las necrosis observadas vario en funcion de la especie inoculada.
Las especies formaron necrosis cuya intensidad de color estuvo directamente relacionada con la
longitud de las mismas. Los colores mas intensos se observaron en necrosis largas mientras
que los mas tenues coincidieron con las longitudes menores. Las lesiones formadas por
N. luteum y N. parvum fueron de un color marrén oscuro y, en muchos casos, derivaron en

necrosis sectoriales que reproducen los sintomas observados en planta adulta (Figura 4.2a).

Las dimensiones de las necrosis mostraron diferencias estadisticas significativas

segin la especie de Botryosphaeriaceae inoculada (p < 0,01) (Tabla 4.2; Figura 4.5) Las

necrosis en Tempranillo fueron mayores a las de Macabeo (de media, 5,5 cm frente a 4,6 cm)
aunque no existid evidencia estadistica, a nivel global, de que la longitud de las necrosis variase
en funcion de la variedad de vid inoculada (p = 0,24). De hecho, todas las especies mostraron
necrosis significativamente diferentes al control en ambas variedades. Sin embargo, la
interaccion entre especie y variedad fue significativa (p < 0,01). La mayoria de las especies
mostraron necrosis mayores en Tempranillo, salvo N. luteum, cuyas necrosis en Macabeo
fueron superiores, y B. dothidea, en la que fueron iguales. En Macabeo, N. luteumy N. parvum

formaron las mayores necrosis mientras que en Tempranillo fue N. parvum.
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Tabla 4.2 Resultado del ANOVA multifactorial para el andlisis de la longitud de la necrosis segln las
variedades de vid inoculadas con distintas especies de Botryosphaeriaceae. Valor del estadistico (F) y

significacién (p).

gl F p
Especie de Botryosphaeriaceae 6 70,74 < 0,01
Variedad de vid 1 1,37 0,24
Especie * Variedad 6 4,92 < 0,01

1,2

A ]
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Figura 4.5 Longitud de las necrosis total (variable transformada mediante logaritmo) generadas por las
especies de Botryosphaeriaceae inoculadas en Macabeo y Tempranillo. Las letras indican los rangos de

significacion para el test de Tukey. Las barras de error indican la desviacion estandar de la media.

En el andlisis por aislados, tanto en Di seriata como en N. parvum, fue

significativo el efecto del aislado y de la variedad (Tabla 4.3; Figura 4.6). Sin embargo, la
interaccion no fue significativa para ninguno de los dos conjuntos de aislados. En ambas
especies, la mayor parte de aislados formaron necrosis mas largas sobre la variedad
Tempranillo. Para ambas variedades, el Unico aislado que no formd necrosis significativamente

diferentes al control fue el aislado JL421 de Di. seriata.
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Tabla 4.3 Resultado del ANOVA multifactorial para el analisis de la longitud de la necrosis
segun las variedades de vid inoculadas con los aislados de Djplodia seriata'y Neofusicoccum

parvum. Valor del estadistico (F) y significacion (p).

gl F p
Aislados de Diplodia seriata 3 39,14 < 0,01
Variedad de vid 1 6,59 < 0,01
Aislado * Variedad 3 1,89 0,33
Aislados de Neofusicoccum parvum 3 17,46 < 0,01
Variedad de vid 1 46,24 < 0,01
Aislado * Variedad 3 1,13 0,13
1,6
AB A A AB
1,2 CB
BC AB
aa
’ST 0,8 ab ab
?‘ ab ab
é 0,4 bc b
9 DC
= cb
5 0,0
-0,4 Macabeo
= Tempranillo

398 421 1-29 I-50 387 396 434 444 CTRL

Diplodia seriata Neofusicoccum parvum

Figura 4.6 Longitud de las necrosis totales (variable transformada mediante logaritmo) generadas por
distintos aislados de Diplodia seriata 'y Neofusicoccum parvum inoculadas en Macabeo y Tempranillo.
Las letras indican los rangos de significacion para el test de Tukey. Las mindsculas se emplean para la
comparacion entre los aislados de Djplodia seriata y las mayusculas para Neofusicoccum parvum. Las

barras de error indican la desviacion estandar de la media.

La longitud de las necrosis estuvo relacionada con la formacion de chancros y la
presencia de fructificaciones cuando estas Ultimas variables se analizaron como factores
(p < 0,01). En general, la longitud de la necrosis fue 2 cm mayor en plantas con chancro y
4 cm mayor en plantas con fructificaciones, con respecto a los valores de plantas que,
respectivamente, no mostraron ni chancro ni fructificaciones (Figura 4.7). La interaccion entre
chancro v fructificacion fue significativa (p < 0,01); las plantas que mostraron mayores necrosis

presentaron también mas fructificaciones.
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Figura 4.7 Longitud de las necrosis total (variable transformada mediante logaritmo) en presencia y
ausencia de fructificaciones y chancro en la planta. Las vocales indican los rangos de significacion para

el test de Tukey. Las barras de error indican la desviacién estandar de la media.

El analisis pareado de la t-student mostré una diferencia significativa (p = 0,02)
entre las longitudes de las necrosis superior e inferior. En el conjunto de todas las especies
inoculadas, la necrosis superior fue unos 5 mm mayor que la inferior. De acuerdo con la
variedad de vid inoculada, se observd que en Macabeo no hubo diferencias significativas entre
las necrosis superiores e inferiores (p = 0,68). Por el contrario, en la variedad Tempranillo los
danos por encima del punto de inoculacion fueron mayores, en 6 mm, a los inferiores
(p < 0,01). En el andlisis por especie, N. parvum mostré una significacion importante en la
comparacion de ambas necrosis (p < 0,01), repitiéndose este comportamiento en las dos
variedades. Esta especie parece mostrar una tendencia importante a generar mayores dafos en
la zona superior del punto de inoculacion, como lo indica una necrosis superior media de 1,5 cm
mayor que la inferior (p < 0,01). Los aislados de Di seriata mostraron, sin embargo, un
comportamiento inverso, con necrosis descendentes significativamente mayores a las
ascendentes, aunque solo 2 mm (p < 0,01). Para el resto de especies no se apreciaron

diferencias en cuanto a la longitud de ambas necrosis.
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4.4 DISCUSION

Las seis especies de Botryosphaeriaceae ensayadas mostraron diferentes grados
de virulencia. La variable principal para evaluar esta virulencia fue la longitud de la necrosis, un
parametro que ya habia sido empleado anteriormente en vid (Phillips 1998; Van Niekerk et al.
2004). La informacion aportada por esta variable fue complementada con datos de otras como
la mortalidad de plantas inoculadas y la presencia de chancros y fructificaciones en torno al
punto de inoculacién. Las vides que presentaban chancro se relacionaron significativamente con

las mayores necrosis, al igual que aquellas que presentaban fructificaciones.

Las especies de Botryosphaeriaceae son conocidas por causar chancros vy
decaimiento en el hospedador (Michailides 1991; Sanchez-Hernandez et al. 2002; Slippers et al.
2004), asi como por fructificar sobre los tejidos muertos de brazos, troncos y restos de poda de
vid (Larignon et al. 2001). Las seis especies ensayadas en nuestro experimento indujeron la
formacion de chancro, aunque en un porcentaje variable segin la especie y el aislado
inoculado, de igual forma que la produccion de fructificaciones. Por Ultimo, el decaimiento
externo fue apreciable en vides inoculadas con tres aislados de N. parvum y uno de N. luteum,
que degenerd en un colapso rapido y muerte de algunos de los sarmientos inoculados en un

plazo breve.

Las variedades de uva respondieron de forma diferente a las inoculaciones
artificiales con las especies de Botryosphaeriaceae. Algunos sarmientos de la variedad Macabeo
colapsaron cuando se inocularon con los aislados mas virulentos de N. parvum. Sin embargo, la
variedad Tempranillo resultdé mas sensible a la seca del sarmiento cuando se inoculé con
N. luteum. Ambas variedades también respondieron de forma variable a la inoculacion de
distintos aislados de Di. seriatay N. parvum. La controversia entre la mortalidad de las plantas
y la longitud de la necrosis mostrada por ambas variedades no nos permite afirmar que se den

diferencias claras de susceptibilidad varietal.
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Botryosphaeria dothidea no causd un decaimiento externo apreciable y tampoco
provocd la muerte de ninguna de las plantas inoculadas. A nivel general, fue la especie que
produjo un mayor porcentaje de plantas con chancro, un 81%. La longitud de las necrosis fue
similar en ambas variedades de uva. La informacion que existe en la bibliografia es escasa;
Phillips (1998) ensayd un aislado que causd necrosis menores a las obtenidas en nuestro caso y
Van Niekerk et al. (2004) definieron B. dothidea como de escasa virulencia. Nuestros datos
parecen coincidir con los de la bibliografia existente, lo que define a B dothidea como un

patdégeno moderadamente virulento de la vid.

Ninguno de los cuatro aislados de Di. seriata provocd decaimiento o muerte de las
planta inoculadas. Esta especie presentd ademas una gran variabilidad entre aislados en cuanto
a la formacion de chancros, fructificaciones y longitud de las lesiones vasculares. La variabilidad
intraespecifica en la virulencia de Di. seriata ya ha sido citada por otros autores (Van Niekerk et
al. 2004; Savocchia et al. 2007), e incluso se han llegado a definir hasta cuatro grupos de
virulencia para esta especie (Larignon et al. 2001). Phillips (2002), en base a las diferentes
informaciones acerca de la patogenicidad de esta especie, llegd a sugerir la posibilidad de que
Di. seriata pueda tratarse de un complejo de especies con diferentes grados de patogenicidad.
En esta confusion, Di seriata esta definida desde especie patdgena hasta saprofita. Por
ejemplo, en varios paises esta relacionada con la enfermedad del BDA (Larignon y Dubos 2001;
Auger et al. 2004) o con una gran variedad de sintomas de decaimiento (Van Niekerk et al.
2006). Sin embargo, en diversas pruebas de patogenicidad, algunos aislados de Di seriata se
mostraron como patdgenos débiles (Van Niekerk et al. 2004; Savocchia et al. 2007) y en otros
ensayos resulté no patogénica (Taylor et al. 2005). En nuestro estudio, las necrosis causadas
por Di. seriata no parecen propias de un patdgeno primario y confirmarian una virulencia
reducida. Posiblemente la accidon conjunta de varios hongos permita a estas especies aumentar
su virulencia, lo que explicaria el alto porcentaje de aislamiento de Di seriata como especie
acompanante de otros hongos patégenos de madera. Segun Taylor et al. (2005), quiza su
naturaleza endofitica le permita colonizar tejidos vivos y actuar como patdgeno latente en vides

estresadas. La variabilidad intraespecifica también se ha observado en otros patdgenos de vid.
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Este es el caso de Eutypa lata, asociado con la eutipiosis, en el que se ha detectado una
importante diversidad tanto patogénica como genotipica (Péros et al. 1997). Esta
heterogeneidad genética también ha sido confirmada en Di seriata (Jacobs y Rehner 1998).
Hasta ahora la patogenicidad de esta especie permanece dudosa y se necesitaran estudios

posteriores para dilucidar su papel en el decaimiento de la vid.

Dothiorella viticola tampoco produjo la muerte de ninguna de las plantas
inoculadas. El aislado de Do. viticola empleado en las inoculaciones dio lugar a unos
porcentajes bajos de plantas con chancro y fructificaciones. Igualmente, causé las lesiones
internas mas reducidas, con una longitud significativamente diferente a la del control tan sélo
en la variedad Macabeo. Estos datos, junto con el hecho de que Do. viticola se encuentre
habitualmente en campo sobre restos de poda, parecen sugerir que se trata de una especie
saprofita o de un patdégeno con una virulencia muy baja (Lugue et al. 2005). Van Niekerk et al.
(2004) obtuvieron unos resultados similares, observando lesiones necrdticas apenas diferentes
a las del control. Sin embargo, en otro ensayo llevado a cabo, los dos aislados de Do. viticola
testados si consiguieron diferenciarse significativamente del control (Urbez-Torres et al. 2007).
En este ultimo ensayo, el reaislamiento de la especie fue del 100%, porcentaje muy superior al
obtenido en nuestro estudio, que no nos permitid confirmar su persistencia en la planta

transcurridos seis meses.

Neofusicoccum parvum combind las necrosis mas largas con altos porcentajes de
fructificacion, generacién de chancros y decaimiento en planta. Las necrosis sectoriales
observadas en nuestras inoculaciones artificiales son una lesion tipica asociada a especies de la
familia Botryosphaeriaceae (Van Niekerk et al. 2002). Por ello, se puede catalogar a N. parvum
como una especie patégena de gran virulencia. Esta especie mostrd una importante variabilidad
intraespecifica en cuanto a la mortalidad y a la longitud de las necrosis generadas entre
aislados. De las ocho especies testadas por Van Niekerk et al. (2004), N. parvum fue una de las
que produjo las necrosis mas severas. Segun Phillips (2002), N. parvum se asocia con diversos

sintomas de decaimiento en vid y su importante caracter patogénico hace que no pueda ser
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desestimado su papel en el complejo de las enfermedades de madera. La virulencia mostrada
por nuestros aislados corrobora la informacion bibliografica y sdlo su bajo porcentaje de

aislamiento en campo hace que no adquiera un papel predominante en los vifiedos catalanes.

Con respecto a Neofusicoccum luteum, nuestros resultados indican que al menos el
aislado empleado es altamente virulento, produciendo la muerte de sarmientos y necrosis
equiparables a las causadas por N. parvum. Savocchia et al. (2007) demostraron la
potencialidad patogénica de esta especie, aunque para Van Niekerk et al. (2004) se mostrd
como un patégeno de reducida virulencia. Las referencias bibliograficas acerca de la
patogenicidad de N. /uteum son limitadas y, por tanto, sera necesario realizar una investigacion
mas profunda para saber si la virulencia de nuestro aislado es excepcional o si la variabilidad

intraespecifica es reconocida por otros autores.

Neofusicoccum vitifusiforme causd necrosis de varios centimetros, similares a las
observadas por Van Niekerk et al. (2004) en madera adulta. Segin Van Niekerk et al. (2006)
podria tratarse de un patdgeno importante de vifa, sin embargo, nuestros resultados la sitian
como una especie de moderada virulencia y no permiten confirmar esta observacion. Ademas,
el porcentaje de reaislamiento de esta especie fue uno de los mas bajos, lo que no permite
confirmar su persistencia en la planta transcurridos seis meses. Desgraciadamente, no existe
mas informacion bibliografica de la patogenicidad de esta especie que la que fue descrita por
Van Niekerk et al. (2004). Esta falta de datos se debe probablemente a la aparente limitada

distribucion de esta especie que, por el momento, se ha circunscrito a Sudafrica y Cataluna.

Las seis especies de Botryosphaeriaceae ensayadas han mostrado un caracter
patogénico variable, desde especies de reducida virulencia (Do. viticolay N. vitifusiforme) hasta
patdgenos muy virulentos (N. luteum y N. parvum), pasando por patdgenos de virulencia

moderada (B. dothidea). Diplodia seriata mostré una importante variabilidad intraespecifica, lo
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que dificulta fijar el papel de esta especie como patdgeno de vid. Los patégenos mas virulentos
ensayados en este estudio, N. luteum y N. parvum, pueden ser considerados potencialmente
como patdgenos primarios de vid. La virulencia de B. dothidea fue menor y podria catalogarse
como un patdégeno moderado, aunque, el empleo de un Unico aislado no permite confirmar la
patogenicidad de esta especie sobre vid. Por Ultimo, Do. viticola'y N. vitifusiforme mostraron

una virulencia ain mas débil y podrian ser catalogadas como especies saprofitas.

Aunque la patogenicidad y virulencia de las especies de Botryosphaeriaceae que
aparecen en vid no estd perfectamente definida en algunos casos, se ha descrito una gran
diversidad de sintomas causados por estas especies en vides de todo el mundo (Van Niekerk et
al. 2006). Por tanto, parece que estas especies juegan un papel importante, a nivel mundial, en

las enfermedades de madera de la vid.
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RESUMEN

Se ha evaluado la susceptibilidad de distintos portainjertos y variedades de uva frente a hongos
patégenos de la familia Botryosphariaceae, mediante diversas inoculaciones artificiales en invernadero. Para ello, se
seleccionaron variedades ampliamente distribuidas en Catalufia; los portainjertos, 41B, 140Ru, 110R y S04, las
variedades de uva blanca, Macabeo, Parellada y Xarel'lo y las variedades de uva tinta, Cabernet-Sauvignon, Garnacha y
Tempranillo. Los resultados mostraron que variedades y patrones presentan una susceptibilidad diferenciada a los
distintos patdgenos ensayados. Los hongos patdgenos también demostraron distintos niveles de virulencia.
Neofusicoccum luteum y N. parvum fueron las especies mas virulentas, ya que causaron la muerte de algunos
sarmientos inoculados, aunque siempre entre las variedades y en ningln caso entre los portainjertos. En general,
Ru140 fue el menos susceptible de los patrones mientras que 41B fue el mas susceptible a las dos especies mas
virulentas. Las variedades de uva tinta mostraron un mayor porcentaje de chancros; sin embargo, para las lesiones
vasculares no hubo un comportamiento diferenciado entre variedades tintas y blancas. Globalmente, los tamafos de las
lesiones fueron muy similares entre las seis variedades ensayadas, aunque Garnacha fue mas sensible a N. /uteun 'y

Macabeo a N. parvum.
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5.1 INTRODUCCION

En cada zona viticola, se han ido incluyendo, a lo largo del tiempo, variedades
foraneas que han contribuido a enriquecer el cultivo de la vid. Segun distintas estimaciones, el
nimero de variedades de vid cultivadas en el mundo se situaria entre 7.000 y 10.000 (Chomé
2002). A pesar de esta enorme diversidad, tan sdlo un pequefio nimero de ellas tiene
importancia comercial (Baleiras-Couto y Eiras-Dias 2006). En Espafa, y segin datos del
“Registro de Variedades Comerciales de Vid” (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion),
estan inscritas 84 variedades de uva de forma definitiva y otras 124 lo estan provisionalmente.
En cuanto a los portainjertos, aparecen 13 variedades definitivas y 11 mas provisionales

(Chomé 2002).

La caracterizacién de variedades de Vitis vinifera se realiza fundamentalmente
mediante métodos ampelograficos, aunque se requieren numerosas observaciones en
diferentes estados vegetativos y durante varios afios (Chomé 2002). Otros métodos
complementarios para la caracterizaciéon de variedades son la morfologia de diferentes 6rganos
y el andlisis de aminoacidos (Royo et al. 1997; Asensio et al. 2002). En los ultimos afos, se han
incorporado ademas los métodos moleculares que ofrecen mayor rapidez y fiabilidad, al no
verse afectados por el estado fenoldgico ni por el grado de desarrollo de la planta. Por ejemplo,
el uso de RAPD (random amplified polymorphic DNA) y/o microsatélites ha permitido la
caracterizacion de un elevado nimero de variedades empleando vides procedentes de bancos

de germoplasma (Moreno et al. 1995; Ulanovsky et al. 2002).

Para el desarrollo de la viticultura es necesario conocer las caracteristicas
agrondmicas de las variedades de vid, entre ellas la facilidad de cultivo, la adaptacion al medio,
la compatibilidad portainjerto/vid y la resistencia a parasitos (Chomé 2002). Por ello, algunos
estudios comparativos han ido dirigidos a conocer la resistencia varietal frente a la sequia
(Galet 1988), ya que la escasez de agua puede comprometer seriamente la produccion viticola

(Braun y Schmid 1999). Otros trabajos se han encaminado hacia la obtencion de vides que
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5 Susceptibilidad de variedades

ofrezcan cierta resistencia frente a patdgenos como el oidio (Uncinula necator) y/o el mildiu
(Plasmopara viticola), que causan grandes pérdidas en la produccion. Sin embargo, y a pesar
de la importancia de las enfermedades de madera de la vid, hay pocos estudios que comparen
la susceptibilidad de diferentes variedades de vid frente a los hongos causantes de estas
enfermedades. Con el fin de evaluar la susceptibilidad de distintos portainjertos y variedades de
uva frente a patégenos de madera de la vid, se llevaron a cabo diversas inoculaciones
controladas con seis especies de Botryosphaeriaceae (Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata,
Dothiorella viticola, Neofusicoccum Iluteum, N. parvum y N. vitifusiforme). Para ello, se
seleccionaron cuatro variedades de portainjerto (41B, 140Ru, R110 y SO4) y seis variedades de
uva (Macabeo, Parellada, Xarel-lo, Cabernet-Sauvignon, Garnacha tinta y Tempranillo), todas

ellas ampliamente distribuidas en el territorio catalan.

5.2 MATERIAL Y METODOS

5.2.1 Material vegetal y aislados flngicos

En este ensayo se escogieron portainjertos y variedades de vid de uso comun en
Cataluna. Las variedades de portainjertos seleccionadas fueron 41B, 140Ru, R110 y SO4. Para
las variedades de uva, se emplearon las variedades de uva blanca, Macabeo, Parellada y
Xarel'lo y las de uva tinta, Cabernet-Sauvignon, Garnacha tinta y Tempranillo. Las plantas de
vid, de un afo de edad y procedentes de los viveros de Bodegas Miguel Torres, se
transplantaron a principios del mes de abril de 2005. Se emplearon macetas de 3 litros y se
utilizdé como sustrato arena de silice y turba (Floragard Floratorf, Oldenburg, Alemania), en
proporcion 5:1 (v:v). Las vides se mantuvieron en un invernadero dotado de riego por goteo
automatizado y de un sistema de refrigeracién cooling. En el invernadero, las vides de las
diferentes variedades se distribuyeron aleatoriamente y se mantuvieron en condiciones de riego
favorable para evitar la aparicion de estrés hidrico. Las vifias se fertilizaron semanalmente con
10 ml de solucion nutritiva Hoagland (Hoagland y Aaron 1950), con la proporcion de macro y

micronutrientes especificada en el capitulo 4.
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Para esta prueba de susceptibilidad varietal, se seleccionaron seis aislados
pertenecientes a otras tantas especies de Botryosphaeriaceae. Los aislados escogidos fueron
Botryosphaeria dothidea (CBS 121484), Diplodia seriata (CBS 121485), Dothiorella viticola (CBS
117006), Neofusicoccum luteum (CBS 121482), N. parvum (CBS 121486) y N. vitifusiforme
(CBS121481). En la Tabla Anexo 2 aparece la informacion detallada de los seis aislados
empleados en el ensayo. Los indculos se prepararon a partir de fragmentos de micelio de los
aislados, incubados a 25° C en PDA (Potato Dextrose Agar, Difco Laboratories, Detroit,

Michigan, EE.UU.) y durante un maximo de 7 dias antes de la inoculacion.

5.2.2 Pruebas de patogenicidad

El estudio de la susceptibilidad de las diferentes variedades se llevd a cabo
mediante inoculaciones controladas siguiendo los postulados de Koch (Agrios 1969). Las
inoculaciones se realizaron a finales de mayo de 2005, siguiendo la misma metodologia de
inoculacion descrita en capitulos anteriores. Para ello, se practico una incision sobre el material
vegetal y, en el corte, se dispuso como indculo un fragmento de micelio de una colonia del
hongo de unos 2,5 mm, y se selld con Parafilm ® (Laboratory Film, Pechiney Plastic Packaging,
Chicago, Illinois, EE.UU.) Las variedades de vid se inocularon en el sarmiento del propio afio y
los portainjertos, por su parte, se inocularon en madera, aproximadamente a 10 cm del injerto
y a 10 cm de la base. Para los controles se utilizaron fragmentos de PDA estéril de idéntico
tamafio, utilizando la misma técnica de inoculacion. El nimero de réplicas empleadas fue de 10

por cada variedad y aislado, asi como en los controles.

Durante el primer mes tras la inoculacion, se realizé un seguimiento diario de las
plantas inoculadas para detectar la posible muerte o seca de la planta. Cuando esto ocurrid, y
para evitar la posterior colonizacién por hongos saprofitos, se procedi6 a la lectura de todos los
ejemplares de la variedad inoculada con el hongo responsable del colapso. La recogida de datos
se realiz6 transcurridas dos semanas desde la muerte del dUltimo ejemplar. Por su parte, la

lectura de las variedades que no sufrieron bajas se realizd a los seis meses de la inoculacion.
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5 Susceptibilidad de variedades

Para evaluar la susceptibilidad de las variedades de vid empleadas, se anotaron
sintomas externos e internos de cada planta. A nivel externo se observo la formacion de
chancro en el punto de inoculacion, la aparicion de fructificaciones en torno a la herida y, a
nivel interno, se midio la longitud de las necrosis vasculares por encima y por debajo del punto
de inoculacion. Para medir las lesiones internas, se elimind la corteza y los tejidos subyacentes
con ayuda de un bisturi y se anotd la longitud de la zona necrética. Finalmente, se tomaron
fragmentos de los tejidos afectados para reaislar el hongo inoculado y completar asi los
postulados de Koch. La metodologia empleada en los reaislamientos fue la descrita en el

capitulo 4.

5.2.3 Analisis de datos

Una vez recopilados los datos, se analizaron estadisticamente con el programa
Statistica version 7.0 para Windows (StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, EE.UU.). El estudio de las
relaciones de dependencia entre las variables discretas (formacion de chancro y aparicion de
fructificaciones) y los factores (variedad de vifa y especie flngica) se realizd mediante el test
no paramétrico de Kruskal-Wallis. Los datos de la variable continua (longitud de la necrosis
vascular) se transformaron previamente para la obtencion de una distribucién normal con
homogeneidad de varianzas (Quinn y Keough 2002). En el caso de los portainjertos, se realizo
una transformacion logaritmica y para las variedades de uva, se aplico la transformacion de la
raiz cuadrada. Cumplidos los requisitos de normalidad y homogeneidad de varianzas, la longitud
de la necrosis se analizd mediante un ANOVA de dos factores (variedad de vid o portainjerto y
especie de Botryosphaeriaceae). Tras el ANOVA, se aplicd el test de Dunnett que identifica los
aislados con necrosis significativamente mayores a las del control y el test de Tukey para

detectar las diferencias significativas para los distintos hongos dentro de cada variedad.

5.3 RESULTADOS
La susceptibilidad mostrada por los portainjertos y por las variedades de uva frente

a las seis especies de Botryosphaeriaceae se resume en las Tablas 5.1 y 5.2, respectivamente.
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5 Resultados

Las plantas control mostraron heridas bien cicatrizadas, y en ninguna de ellas se observo la
formacion de chancros ni la produccion de cuerpos fructiferos en torno al punto de inoculacion.
Las necrosis vasculares medias de dichas plantas no superaron el centimetro de longitud
aunque, en los reaislamientos en portainjerto, se detectaron algunas contaminaciones con

especies de Botryosphaeriaceae, la mas importante de ellas en 41B (Tabla 5.1).

5.3.1 Seca del sarmiento

Entre los portainjertos, las especies de Botryosphaeriaceae ensayadas no causaron
la muerte o seca del sarmiento de ningun ejemplar (Tabla 5.1). Sin embargo, entre las
variedades de uva, las especies Neofusicoccum luteumy N. parvum causaron bajas en todas
ellas aunque el nimero de plantas afectadas varié segun la variedad inoculada (Tabla 5.2).
Transcurridos 7 dias de la inoculacion, las lesiones internas habian adquirido un desarrollo tal
que llegaron a hacerse visibles externamente (Figura 5.1a). Tras el colapso o muerte de la
parte aérea, se produjo, en todas las plantas afectadas, el rebrote del sarmiento por debajo del

punto de inoculacién (Figura 5.1b).

punto de
inoculacion

Figura 5.1 Sintomas observados en plantas de la variedad Macabeo inoculadas con Neofusicoccum
Juteum. Necrosis visible a los 7 dias de la inoculacion (a) y seca del sarmiento inoculado y rebrote por

debajo del punto de inoculacién (b).
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Tabla 5.1 Resultados de las pruebas de patogenicidad de distintas especies de Botryosphaeriaceae sobre los diferentes portainjertos de vid. Los valores expresan el promedio sobre

diez ejemplares inoculados en cada caso.

Codigo 41B 140Ru
Especie CBS Muertas Chancro Fruct. Necr. Sig. % Reaisl. Muertas Chancro Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.
Control 0 0 0 0,5 i 50 0 0 0 0,1 d 10
B. dothidea 121484 0 10 0 2,2 cd 100 0 8 1 2,5 b 78
Di. seriata 121485 0 10 1 3,1 bc 100 0 10 1 2,3 b 90
Do. viticola 117006 0 0 1,0 e 80 0 1 0 0,8 C 11
N. luteum 121482 0 7 12,6 a 100 0 7 4 5,5 a 75
N. parvum 121486 0 10 6 20,3 a 100 0 8 10 9,3 a 100
N. vitifusiforme 121481 0 6 1 1,4 de 88 0 1 0 0,9 C 100
Cédigo R110 S04
Especie CBS Muertas Chancro Fruct. Necr. Sig. % Reaisl. Muertas Chancro Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.
Control 0 2 0 04 e 10 0 0 0 0,6 d 0
B. dothidea 121484 0 10 0 6,5 ab 70 0 7 2 4,3 b 90
Di, seriata 121485 0 3 54 bc 100 0 9 4 3,4 b 78
Do. viticola 117006 0 0 1,5 d 30 0 1 0 1,3 C 40
N. luteum 121482 0 0 9,2 a 100 0 2 7 9,2 a 100
N. parvum 121486 0 10 6 11,1 a 100 0 9 10 12,7 a 100
N. vitifusiforme 121481 0 2 0 1,3 d 100 0 2 2 2,3 bc 90

Muertas: Nimero de plantas que presentaron el tallo inoculado muerto o seco.

Chancro: Numero de plantas en las que se formé un chancro en el punto de inoculacion.

Fructificaciones (Fruct.): NUmero de plantas en las que aparecieron fructificaciones en torno al punto de inoculacion.

Longitud de la necrosis (Necr.): Longitud de la necrosis vascular desde el punto de inoculacién (en cm). En negrita, necrosis significativamente distintas al control segln el test de

Dunnett.

Significacion (Sig.): Rangos de significacion comparando los diferentes hongos inoculados para un hospedador concreto segun el test de Tukey.

Porcentaje de reaislamiento (% Reaisl.): Porcentaje de reaislamiento de la especie inoculada a partir de la madera infectada.




Tabla 5.2 Resultados de las pruebas de patogenicidad de distintas especies de Botryosphaeriaceae sobre las diferentes variedades de uva. Los valores expresan el promedio sobre diez

ejemplares inoculados en cada caso.

Codigo Macabeo Parellada Xarel'lo
Especie CBS Muertas Chancro Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.| Muertas Chancro  Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.| Muertas Chancro  Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.
Control 0 0 0 0,2 d 0 0 0 0 0,1 e 0 0 0 0 0,5 f 0
B. dothidea 121484 ¢ 5 2 1,7 c 100 0 2 5 1,3 cd 100 0 2 2 1,5 de 100
Di. seriata 121485 0 3 1 1,5 c 70 0 2 9 1,5 cd 80 0 2 6 1,6 cd 100
Do. viticola 117006 ¢ 3 0 1,7 c 80 0 0 2 0,4 d 70 0 0 4 0,4 ef 44
N. luteurn 121482° 3 5 10 8,6 a 100 3 6 9 9,3 a 100 4 5 8 7,0 a 100
N. parvum 121486° 4 5 7 8,3 b 100 2 4 8 55 ab 100 4 3 6 47 ab 100
N. vitifusiforme 121481 g 2 0 18 ¢ 100 0 1 8 15 cd 100 0 2 7 20 cd 100
Codigo Cabernet-Sauvignon Garnacha Tinta Tempranillo
Especie CBS Muertas Chancro Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.| Muertas Chancro  Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.| Muertas Chancro  Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.
Control 0 0 0 0,0 f 0 0 0 0 0,1 e 0 0 0 0 0,7 ef 0
B. dothidea 121484 0 1 6 0,8 e 90 0 3 4 1,1 cde 100 0 8 5 1,7 100
Di. seriata 121485 0 7 1 1,8 70 0 10 4 2,4 bc 100 0 5 0 1,5 70
Do. viticola 117006 0 5 0 1,4 de 50 0 3 0 0,8 de 30 0 3 5 0,2 80
N. luteum 121482° 4 10 8 6,2 a 90 7 10 10 9,5 a 100 6 10 10 8,2 a 100
N. parvum 121486° 4 8 9 39 ab 100 1 7 71 a 100 1 10 5,5 ab 100
N. vitifusiforme 121481 0 1 5 33 bc 100 0 1 0 1,5 bcd 100 0 8 2,5 cd 100

2 Para estos patdgenos, los resultados se leyeron al mes de la inoculacion.

Muertas: Numero de plantas que presentaron el tallo inoculado muerto o seco.
Chancro: Numero de plantas en las que se formé un chancro en el punto de inoculacion.

Fructificaciones (Fruct.): Nimero de plantas en las que aparecieron fructificaciones en torno al punto de inoculacién.

Longitud de la necrosis (Necr.): Longitud de la necrosis vascular desde el punto de inoculacion (en cm). En negrita, necrosis significativamente distintas al control segun el test de

Dunnett.

Significacion (Sig.): Rangos de significacion comparando los diferentes hongos inoculados para un hospedador concreto segun el test de Tukey.

Porcentaje de reaislamiento (% Reaisl.): Porcentaje de reaislamiento de la especie inoculada a partir de la madera infectada.



5 Susceptibilidad de variedades

El patégeno que causé mayor mortalidad fue N. luteum, en el 41% de las plantas
inoculadas, seguido de N. parvum, con un 17%. Neofusicoccum luteum causd una mortalidad
media de entre el 30 y el 40% en las distintas variedades, excepto en Xarel*lo y Garnacha tinta,
que fue del 44% y 60%, respectivamente. Por su parte, N. parvum causd una mortalidad media
de entre el 10 y el 20%, salvo en Xarel'lo, que ascendio hasta el 44%. Diferenciando por el tipo
de uva (blanca y tinta), la mortalidad fue muy similar, 30% en blancas y 28% en tintas;
segregando a la vez por especie, N. luteum causo el 47% de mortalidad en las variedades
tintas, que desciende hasta el 35% en blancas. Las plantas afectadas de colapso mostraron
necrosis vasculares muy evidentes a pesar de que la lectura se produjo tan solo un mes
después de la inoculacion. De estas plantas colapsadas, se reaisld el hongo inoculado en un

porcentaje que oscild entre el 90 y el 100% de los casos (Tabla 5.2).

5.3.2 Formacién de chancros y produccion de cuerpos fructiferos

a) Portainjertos

La formacién de chancros varid significativamente en funcion de la especie de
Botryosphaeriaceae inoculada (p < 0,01). El 100% de las plantas inoculadas con Di seriata,
presentaron chancro, el 93% de las inoculadas con N. parvum, el 90% con B. dothidea, el 57%
con N. luteum, el 30% con N. vitifusiforme y, por Ultimo, el 28% de las inoculadas con
Do. viticola (Figura 5.2). Segun el analisis estadistico, la formacion de chancros también
dependié de la variedad de portainjerto inoculada (p < 0,01). El portainjerto 41B mostrd
chancros en el 84% de las plantas, seguido de R110 y 140Ru, con el 67% vy el 63%

respectivamente, y, por Ultimo, el portainjerto SO4, con chancros en el 52% de la plantas.

La produccion de cuerpos fructiferos dependid significativamente de la especie
inoculada (p < 0,01). Las especies que mas fructificaron fueron N. parvum 'y N. luteum, en el
80% vy el 49% de las plantas inoculadas, respectivamente, seguidas por Di. seriata (24%)
(Figura 5.3). Neofusicoccum vitifusiforme y B. dothidea fructificaron en el 8% de las plantas y
Do. viticola no llegd a formar cuerpos fructiferos en ninguna de ellas. La variedad de

portainjerto también influyd significativamente en la produccidon de cuerpos fructiferos
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(p = 0,02). Por ejemplo, en la variedad SO4, el 42% de las plantas presentaron fructificaciones

mientras que las otras tres variedades oscilaron entre el 16 y el 29%.

@ B dothidea 8 Di. seriata & Do. viticola & N, luteum B N. parvum B N. vitifusiforme
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Figura 5.2 Porcentaje de chancros producidos por las seis especies de Botryosphaeriaceae inoculadas
en los cuatro portainjertos (41B, 140Ru, R110 y SO4) y porcentaje medio de todos los portainjertos

para cada especie de Botryosphaeriaceae.
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Figura 5.3 Porcentaje de fructificaciones producidas por las seis especies de Botryosphaeriaceae
inoculadas en los cuatro portainjertos (41B, 140Ru, R110 y SO4) y porcentaje medio de todos los

portainjertos para cada especie de Botryosphaeriaceae.
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5 Susceptibilidad de variedades

b) Variedades de uva

La formacion de chancros se vio afectada por la especie de Botryosphaeriaceae
inoculada (p < 0,01). En general, en las variedades de uva se observaron porcentajes de
chancro menores que para los portainjertos. Neofusicoccum luteum generd chancros en el 78%
de las plantas inoculadas, seguido de N. parvum con el 56%, Di seriata con el 49%,
B. dothidea con el 36% vy, por Ultimo, Do. viticolay N. vitifusiforme, ambas con el 24% (Figura
5.4). Segun el andlisis estadistico, la formacion de chancros dependié ademas de la variedad de
uva inoculada (p < 0,01). Las variedades de uva tinta mostraron significativamente una mayor
proporcion de chancros que las variedades blancas (p < 0,01). De entre las tintas, la variedad
gue mas chancros mostro fue Tempranillo (65%), seguida de Garnacha tinta (57%) y Cabernet-
Sauvignon (53%). Con referencia a las variedades blancas, la formacion de chancros se dio en

los siguientes porcentajes: 38% para Macabeo, 26% para Xarel'lo y 25% para Parellada.

La formacion de estructuras reproductoras dependid significativamente de la
especie inoculada (p < 0,01). Las especies que mas fructificaron fueron N. /uteumy N. parvum,
en el 86% vy el 63% de las plantas inoculadas, respectivamente (Figura 5.5). El resto de
especies fructificaron con porcentajes que variaron entre el 39% y el 19%. También la variedad
de uva influyo significativamente en la produccion de cuerpos fructiferos (p < 0,01). Sin
embargo, en este caso no hubo diferencias significativas entre las fructificaciones de variedades
tintas y blancas (p = 0,55). La variedad Parellada presentd el mayor porcentaje de plantas con
fructificaciones fungicas (68%). A continuacién se encuentra la variedad Tempranillo, con el
63% de fructificaciones y Xarel'lo con el 61%. Las tres variedades restantes presentaron

valores que oscilaron entre el 48% y el 33% (Figura 5.5).
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Figura 5.4 Porcentaje de chancros producidos por las seis especies de Botryosphaeriaceae inoculadas
en seis variedades de uva (Macabeo (Mac), Parellada (Par), Xarello (Xar), Cabernet-Sauvignon (CS),
Garnacha tinta (Gar) y Tempranillo (Tem)) y porcentaje medio de todas las variedades para cada

especie de Botryosphaeriaceae.
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Figura 5.5 Porcentaje de fructificaciones producidas por las seis especies de Botryosphaeriaceae
inoculadas en seis variedades de uva (Macabeo (Mac), Parellada (Par), Xarel'lo (Xar), Cabernet-
Sauvignon (CS), Garnacha tinta (Gar) y Tempranillo (Tem)) y porcentaje medio de todas las variedades

para cada especie de Botryosphaeriaceae.

5.3.3 Necrosis vasculares

a) Portainjertos
La variedad inoculada influy6é de forma significativa en la longitud de las necrosis

formadas en los portainjertos (p < 0,01) (Tabla 5.3; Figura 5.6a). Los portainjertos 41B, SO4 y

R110 mostraron necrosis de unos 6 cm de media mientras que el portainjerto 140Ru tuvo

necrosis de 3,5 cm de media. También las dimensiones de las necrosis variaron
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5 Susceptibilidad de variedades

Tabla 5.3 Resultado del ANOVA multifactorial para el andlisis de la longitud de la necrosis segln las
variedades de portainjerto inoculadas con distintas especies de Botryosphaeriaceae. Valor del

estadistico (F) y significacion (p).

gl F P
Especie de Botryosphaeriaceae 6 266,67 < 0,01
Variedad de portainjerto 3 21,98 < 0,01
Especie * Variedad 18 3,30 < 0,01

significativamente segln la especie de Botryosphaeriaceae inoculada (p < 0,01) (Tabla 5.3;
Figura 5.6b). Los patdgenos N. parvum y N. luteum dieron lugar a las necrosis mayores, a
pesar de que las vides solo estuvieron un mes inoculadas. Las lesiones causadas por las
especies N. luteum y N. parvum fueron, en comparacion con el resto, de mayor longitud e
intensidad de color aunque no llegaron a formar necrosis sectoriales. A continuacién se
encuentran B. dothideay Di. seriata, con necrosis de 3,9 y 3,5 cm, respectivamente. De menor
longitud aparecen las necrosis de N. vitifusiforme'y Do. viticola de 1,5 y 1,1 cm de media, de

forma respectiva.

También resultd significativa la interaccion entre la especie fungica inoculada y la

variedad de portainjerto (p < 0,01) (Tabla 5.3; Figura 5.7). En las cuatro variedades, V. parvum

y N. luteum causaron las lesiones mayores. El portainjerto mas sensible a estos dos patégenos
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Figura 5.6 Longitud media de las necrosis vasculares (variable transformada mediante logaritmo)
generadas por las especies de Botryosphaeriaceae en las cuatro variedades de portainjerto (a).
Longitud media de las necrosis generadas por cada una de las seis especies de Botryosphaeriaceae

sobre portainjerto (b). Las barras de error indican la desviacién estandar de la media.
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Figura 5.7 Longitud de las necrosis (variable transformada mediante logaritmo) detallada para cada
una de las seis especies de Botryosphaeriaceae y las cuatro variedades de portainjerto. Las barras de

error indican la desviacion estandar de la media.

fue 41B. Segun el test de Dunnett, todas las especies de Botryosphaeriaceae ensayadas
formaron necrosis significativamente diferentes al control para los diferentes portainjertos
(Tabla 5.1). El portainjerto R110 fue el que mostrd las mayores necrosis para B. dothidea,
Di, seriatay Do. viticola. Por Ultimo, la especie N. vitifusiforme generd la mayor necrosis media

en SO4.

b) Variedades de uva
Las variedades de uva no influyeron de forma significativa en la longitud de la
necrosis, ni de forma individual, ni agrupando por el tipo de uva (p = 0,75 y p = 0,31,

respectivamente) (Tabla 5.4; Figura 5.8a). Las longitudes oscilaron entre los 3,9 cm de

Macabeo, y los 2,9 cm de Xarel'lo y Cabernet-Sauvignon. Sin embargo, la especie de
Botryosphaeriaceae inoculada si afectd significativamente a la longitud de la necrosis (p < 0,01)

(Tabla 5.4; Figura 5.8b). En este caso N. /uteun formé las mayores lesiones internas (8,1 cm),

seguido de N. parvum (5,8 cm). Estas necrosis fueron de color marrdn intenso con formacion
de necrosis sectoriales que, en ocasiones, llegaron a provocar el colapso del sarmiento

inoculado. A continuacidon se encuentran N. vitifusiforme, con lesiones de 2,1 cm de media,
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seguido de Di seriata (1,7 cm) y B. dothidea (1,3 cm) y, ya por Ultimo, de Do. viticola, con

necrosis que no superaron el centimetro de longitud.

La interaccion entre la especie de Botryosphaeriaceae inoculada y la variedad de
uva fue significativa (p < 0,01) (Tabla 5.4). En la Figura 5.9 se observa que N. luteumn 'y
N. parvum formaron las necrosis mas largas en cada una de las variedades. La variedad
Cabernet-Sauvignon fue la que presentd las mayores necrosis para N. vitifusiforme, mientras
gue Garnacha fue la variedad mas sensible para Di. seriata. Por su parte, B. dothidea mostrd
las mayores, e idénticas, longitudes de necrosis para Macabeo y Tempranillo. Segun el test de
Dunnett, Do. viticola fue la Unica especie que no formd necrosis significativamente diferentes al
control en Parellada, Tempranillo y Xarel'lo, aunque mostrd las mayores necrosis en Macabeo

(Tabla 5.2).

Tabla 5.4 Resultado del ANOVA multifactorial para la longitud de la necrosis segun las variedades
de uva y el tipo de uva inoculados con distintas especies de la familia Botryosphaeriaceae. Valor del

estadistico (F) y significacion (p).

gl F p
Especie de Botryosphaeriaceae 6 269,62 < 0,01
Variedad de uva 5 1,19 0,31
Especie * Variedad 30 0,72 < 0,01
Especie de Botryosphaeriaceae 6 210,63 < 0,01
Tipo de uva (blanca/tinta) 1 0,10 0,75
Especie * Tipo de uva 6 1,33 0,24
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Figura 5.8 Longitud media de las necrosis vasculares (variable transformada mediante raiz) causadas
por las especies de Botryosphaeriaceae en las seis variedades de vid: Macabeo (Mac), Xarel'lo (Xar),
Parellada (Par), Cabernet-Sauvignon (CS), Garnacha tinta (Gar) y Tempranillo (Tem) (a). Longitud
media de las necrosis generadas por cada una de las seis especies de Botryosphaeriaceae sobre

variedad de vid (b). Las barras de error indican la desviacion estandar de la media.
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Figura 5.9 Longitud de las necrosis (variable transformada mediante raiz) detallada para cada una de
las seis especies de Botryosphaeriaceae en las seis variedades de vid: Macabeo (Mac), Xarel'lo (Xar),
Parellada (Par), Cabernet-Sauvignon (CS), Garnacha tinta (Gar) y Tempranillo (Tem). Las barras de

error indican la desviacion estandar de la media.

5.4 DISCUSION
Los resultados de los experimentos han mostrado que las variedades y los
portainjertos estudiados presentaron una susceptibilidad diferenciada a las seis especies de

Botryosphaeriaceae. La respuesta de los portainjertos a los distintos patdgenos fue bastante
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heterogénea pero, en general, Rul40 fue el menos susceptible y 41B presenté la mayor
susceptibilidad a las especies mas virulentas, N, /uteumy N. parvum, mientras que R110 lo fue
para B. dothidea, Di. seriata'y Do. viticola. En cuanto a la susceptibilidad de las variedades de
vid, las plantas de uva tinta mostraron un mayor porcentaje de chancros, aunque no hubo un
comportamiento homogéneo en el porcentaje de fructificaciones y de lesiones vasculares. El

cultivar Garnacha tinta mostrd las mayores necrosis para N. /uteumy Macabeo para N. parvum.

En un estudio de campo realizado en la regién de La Toscana (Italia), el
portainjerto Ru140 mostré uno de los porcentajes de incidencia de yesca mas bajos de los cinco
patrones analizados (Marchi 2001), comparable con los resultados obtenidos en nuestro
estudio, lo que sugiere que este portainjerto puede ser relativamente tolerante a las
enfermedades de madera de origen fungico. La mayor resistencia de Ru140 frente a la sequia
(Galet 1988) y su menor susceptibilidad a las especies de Botryosphaeriaceae, lo convertirian
en un portainjerto bien adaptado a zonas de déficit hidrico y elevada incidencia de
enfermedades de madera relacionadas con estos patdgenos. En el ensayo de Marchi (2001), el
patron SO4 también mostré un bajo grado de incidencia de yesca y, en un estudio de campo
llevado a cabo en Sudafrica, se aisld Phaecomoniella chiamydospora en un menor porcentaje en
las plantas madre de los portainjertos Richter (R99 y R110) en comparacion con Rawsonville y
101-14 Mgt (Fourie y Halleen 2004). Sin embargo, segin nuestros resultados, los patrones SO4
y R110 no dieron muestras claras de una menor susceptibilidad a las especies de

Botryosphaeriaceae ensayadas.

En referencia a la sensibilidad varietal, Herlemont (2004) destaco que la variedad
Cabernet-Sauvignon parecia presentar una mayor sensibilidad a la yesca y al BDA en Francia vy,
en menor medida, a la eutipiosis. Aunque estos datos parecen contradecir nuestros resultados,
es importante sefialar que la informacion recopilada por Herlemont (2004) procede de plantas
de campo, bajo condiciones muy distintas a las de nuestro ensayo. En otro estudio, Sosnowski

et al. (2007) analizaron la virulencia de varios aislados de Eutypa lata en plantas de 18 meses
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de tres variedades de vid (Garnacha, Cabernet-Sauvignon y Merlot), observando que las plantas
de Garnacha manifestaban sintomas mas severos que las otras dos variedades y corroborando
otros estudios que ya citaban la mayor sensibilidad de Garnacha (Carter 1991; Higuet y Wicks
1998). En nuestro ensayo se confirmé la susceptibilidad de esta variedad con tres de las seis
especies de Botryosphaeriaceae ensayadas. En un ensayo de campo realizado en Italia con
plantas de al menos 12 afios de edad, la variedad de uva tuvo una influencia muy significativa
en el nivel de incidencia de la yesca, con porcentajes que oscilaron desde el 9% de la menos
susceptible (var. Roussanne) hasta el 64% en la mas susceptible (var. Semillon) (Marchi 2001).
Teniendo en cuenta que estos patdgenos actian de forma lenta e insidiosa en la planta, quiza
la edad de la planta sea un factor importante a la hora de definir la susceptibilidad de las

diferentes variedades.

Armengol et al. (2000) analizaron 59 muestras de vides afectadas procedentes de
Cataluiia, constatando la presencia de diversos hongos patdgenos de madera en todas las
variedades de uva de nuestro ensayo, a excepcion de Tempranillo. Con estos datos no se
pueden sacar conclusiones sobre la sensibilidad de las distintas variedades en Catalufia,
aunque, a nivel general, el alto porcentaje de aislamiento de Dijplodia seriata demuestra la

susceptibilidad de todas las variedades a este patdgeno.

Las diferentes especies de Botryosphaeriaceae empleadas demostraron distintos
niveles de virulencia. Neofusicoccum luteumn'y N. parvum fueron los patdgenos mas agresivos
de todos los ensayados puesto que causaron la muerte del sarmiento de algunas de las plantas
inoculadas, aunque siempre entre las variedades y en ningun caso entre los portainjertos. Las
necrosis formadas por estos dos patdgenos, las de mayor longitud pese a haber estado
inoculadas tan sélo un mes, confirmaron su importante virulencia tanto en variedades como en
portainjertos. Segun la longitud de la necrosis, Botryosphaeria dothideay Di. seriata mostraron
una virulencia moderada, sequida de Neofusicoccum vitifusiforme. En este ensayo, destacd la

escasa agresividad de Dothiorella viticola, que en algunas variedades no llegd a mostrar
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lesiones mayores que el control. Estos resultados confirman los obtenidos en el ensayo de

patogenicidad y virulencia realizado con estas mismas especies (ver capitulo 4).

Una seleccion previa de variedades que ofrezcan una cierta resistencia a
enfermedades fungicas permitird reducir la aplicacion de fungicidas en campo. Algunas
investigaciones tienen como objetivo seleccionar variedades menos susceptibles a patdgenos
como el oidio (Uncinula necator) y/o el mildiu (Plasmopara viticola) (Boso et al. 2007; Gindro et
al. 2007). Por ejemplo, la variedad tinta Regent (clon Gf. 67-198-3) se presenta como resistente

a ambos (http://www.bafz.de/baz2006 V4/index.php?id=455). Tras la prohibicion del arsenito

sadico y sin un fungicida eficaz para el control de las enfermedades de madera, seria muy

conveniente catalogar las variedades mas susceptibles a estos patdgenos.

A pesar de la importancia que tiene conocer la susceptibilidad de las diferentes
variedades empleadas en un territorio a los patdgenos de la madera, existe una notable falta de
informacién al respecto. Sin embargo, conocer el grado de susceptibilidad varietal frente a
determinados patdgenos permitirda hacer un seguimiento o tratamiento especial a aquellos
vifiedos de variedades mas susceptibles. Este estudio supone un avance en la caracterizacion
de variedades ampliamente empleadas en una region viticola como Catalufia. Para completar
esta informacion, seria necesario realizar un estudio de campo que evalle la susceptibilidad de

vides adultas de estas variedades a las distintas especies de Botryosphaeriaceae.
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RESUMEN

La gran variedad de hospedadores que son colonizados por las especies de Botryosphaeriaceae es una
caracteristica frecuente en esta familia. El objetivo de este ensayo fue averiguar la susceptibilidad de especies vegetales
agrondmicas y naturales que cohabitan con los cultivos de vid, y conocer asi su potencial como hospedadores
alternativos de especies de Botryosphaeriaceae. Para ello se realizaron pruebas de patogenicidad con cuatro aislados
procedentes de vid (Botryosphaeria dothidea, Dijplodia seriata, Neofusicoccum luteumy N. parvum) en nueve especies
lefiosas (almendro, avellano, encina, jara, melocotonero, nogal, olivo, pino y romero). Almendros, encinas, jaras,
melocotoneros y nogales mostraron una gran susceptibilidad, mientras que olivos, pinos y romeros fueron menos
sensibles. Las necrosis vasculares causadas por los diferentes patdgenos fueron significativas en todas las especies
excepto las observadas en pino por Di. seriatay en olivo por B. dothideay Di. seriata. Ademas, los aislados N. luteumy
N. parvum causaron la muerte del tallo inoculado en almendro, encina, jara, melocotonero y nogal. Los resultados
sugieren que algunas de estas especies vegetales podrian actuar como huéspedes secundarios de Botryosphaeriaceae
y, en caso de que hubiese infecciones cruzadas, estos patdgenos resultarian ademds una amenaza tanto para las

plantaciones de vid como para las especies lefiosas acompafiantes.
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6.1 INTRODUCCION

Las especies de Botryosphaeriaceae son conocidas por tener un amplio rango de
hospedadores en su extensa distribucion geografica (Von Arx y Miller 1954). El hecho de que
un patdgeno pueda traspasar la barrera de la especificidad del hospedador indica que podria
convertirse en un patdgeno “emergente” (Woolhouse et al. 2005). El salto de hospedador es
comun en algunos patdgenos fungicos (Wingfield 2003). Asi por ejemplo, algunos hongos que
atacan eucaliptos introducidos en Sudafrica se han aislado también en la vegetacion local, como
es el caso de "Botryosphaeria” eucalyptorum Crous, H. Sm. ter & M.]J. Wingf. (Smith et al.
2001). Por tanto, si eucaliptos y arboles locales de la misma familia se encuentran préximos, los
patdgenos podrian realizar infecciones cruzadas entre ambos grupos, dando lugar a una
afeccibn mas severa (Burgess y Wingfield 2002). Segun Anderson et al. (2004), los
movimientos de material vegetal por causa antropogénica y los cambios climaticos que afectan
negativamente a las plantas podrian favorecer la transferencia de patdgenos entre distintos

hospedadores vegetales.

Numerosas especies de Botryosphaeriaceae no son especificas de un Unico
hospedador (Slippers y Wingdfield 2007). Algunas especies, como B. dothidea y Di. seriata, se
han descrito como importantes patégenos de frutales de hueso y pepita, causando pudriciones
en el fruto, punteados en las hojas, chancros en el tallo y ramas, gomosis, decaimiento y, en
algunos casos, mortalidad del arbol (Britton y Hendrix 1989; Britton et al. 1990; Pusey 1993;
Parker y Sutton 1993; Brown-Rytlewski y McManus 2000). También se han aislados especies de
Botryosphaeriaceae en especies tipicas del bosque mediterraneo como B. dothidea en Cistus
ladanifer L. y B. dothidea, N. parvum, N. ribis, Di. corticolay Di. mutila en Quercus L. (Sanchez-
Hernandez et al. 2002; Sanchez et al. 2003; Alves et al. 2004; Linaldeddu et al. 2007). Otras
especies de Botryosphaeriaceae tienen un caracter especifico e infectan a especies vegetales
concretas, tal es el caso de Diplodia pinea (Desm.) 1. Kickx f. y Di. scrobiculata ]. de Wet,
Slippers & M.J. Wingf. que afectan concretamente a Pinusy otras coniferas (Swart y Wingfield

1991; Burgess et al. 2004).
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Debido a la importancia econémica de las plantaciones forestales y de frutales, asi
como a la necesidad de proteger la flora autdctona, es importante identificar y caracterizar a los
patdgenos que puedan afectar a las especies que comparten el espacio con los cultivos de vid.
Por tanto, el objetivo de este trabajo ha sido el de evaluar la susceptibilidad de algunas
especies vegetales, que comparten el habitat con Vitis vinifera, frente a cuatro especies de
Botryosphaeriaceae (Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata, Neofusicoccum [luteum 'y
N. parvum). La susceptibilidad se evalud en especies de interés agronémico como el almendro,
el avellano, el melocotonero, el nogal y el olivo, y también en especies naturales tipicas de las
zonas de vid muestreadas, como la encina, el pino pifionero, la jara y el romero. El estudio
permitid conocer la potencialidad como hospedadores secundarios de estas especies vegetales

ante especies de Botryosphaeriaceae.

6.2 MATERIAL Y METODOS

6.2.1 Material vegetal y aislados fungicos

En este ensayo se emplearon las siguientes especies de interés agricola: almendro
(Prunus dulcis L.), avellano (Corylus avellana L.), melocotonero (Prunus persica L.), nogal
(Juglans nigra L.) y olivo (Olea europaea L. var. arbequina). La encina (Quercus ilex L. subsp.
flex), el pino pifionero (Pinus pinea L.), la jara pringosa (Cistus ladanifer) y el romero
(Rosmarinus officinalis L.) fueron las especies seleccionadas entre la vegetacion natural de las
zonas donde se cultiva la vid. En la Tabla 6.1 se indican las principales caracteristicas del
material vegetal empleado en el ensayo, entre ellas la procedencia de las plantas, el cuidado
dispensado hasta su inoculacion y las condiciones del material en el momento de la inoculacion.
Durante el desarrollo del experimento, todas las plantas se mantuvieron en un invernadero con
sistema de refrigeracion cooling y dotado de riego por goteo automatizado. En el invernadero,
las plantas se agruparon por especie y se regaron adecuadamente para evitar la aparicion de

estrés hidrico.
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Tabla 6.1 Material vegetal empleado en el estudio y mantenimiento del mismo desde su llegada a las

instalaciones del IRTA hasta el inicio de las pruebas de patogenicidad.

Edad,
Fecha de recepcién . ) i longitud del
y tipo de material Procedencia Cultivo y manejo Sustrato tallo y fecha
de inoculacién
Enero 2006 Npguera de Transplantadas en 2v arena. blanca: 18 meses
Almendro Plantas de 1 afio Vivers S. L. macetas de 3 | 1v turba: 73 cm
(Lérida) 1v vermiculita Junio 2006
Enero 2006 IRTA de Mas Plantadas en macetas de 2v arena. blanca: 18 meses
Avellano Plantas de 1 afio de Bover 3 1v turba: 103 cm
(Tarragona) 1v vermiculita Junio 2006
Bellotas mantenidas 2 2v arena blanca: 6 meses
. Noviembre 2005 Cabrils semanasa 4° Cy . ’
Encina 1v turba: 53 cm
Bellotas (Barcelona) plantadas en 1v vermiculita Junio 2006
contenedores de 1 |
Semillas introducidas en
Octubre 2005 Semillas 222?;;3;‘?3 ::fm:?)rsal:jas 2v arena blanca: 7 meses
Jara Semillas de Sierra Silvestres S.L. en semillero ! 1v turba: 39 cm
Morena (Cérdoba)  (Cdrdoba) y 1v vermiculita Junio 2006
transplantadas en
macetas de 1 |
Junio 2006 Agromillora 3v arena roja: 1 afo
Melocotonero  Plantulas de pocas  Catalana S.A Transplantadas en 2v arena blanca: 60 cm
macetas de 3 | -
semanas (Barcelona) 2v turba Junio 2007
. Inoculados los
Enero 2006 IRTA Mas de Plantadas en macetas de 2v arena. blanca: brotes del afio
Nogal o Bover 1v turba:
Plantas de 2 afios (Tarragona) > 1v vermiculita 32.cm
9 Junio 2006
_ Octubre 2005 Agromillora Transplantadas en 2v arena. blanca: 8 meses
Olivo Plantulas de un afio Catalana S.A macetas de 3 | 1v turba: 67 cm
(Barcelona) 1v vermiculita Junio 2006
Litoral catalan ~ Mantenidas en bandejas . 18 meses
Pino Elgirt%szggsun afio recolectadas de 50 celdas de 1 | de iz f/l::rrtr)\?i.culita 50 cm
afo 1994-95 volumen Junio 2006
Enero 2006 Vivers Riera 18 meses
Esquejes . Transplantadas en 2v turba:
Romero enraizados de un Villagrassa macetas de 3 | 1v perlita 47cm
(Barcelona) Junio 2006

ano

Para la prueba de patogenicidad, se seleccionaron cuatro aislados de cuatro

especies de Botryosphaeriaceae procedentes de nuestros muestreos de campo. Los aislados

escogidos fueron Botryosphaeria dothidea (CBS 121484), Diplodia seriata (CBS 121485),

Neofusicoccum luteumn (CBS 121482) y N. parvum (CBS 121486). Para obtener mas informacion

sobre los aislados consultar la Tabla Anexo 2. Los indculos se prepararon a partir de fragmentos

de micelio, incubados a 25° C en PDA (Potato Dextrose Agar, Difco Laboratories, Detroit,

Michigan, EE.UU.), durante un maximo de 7 dias antes de la inoculacion.
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6.2.2 Pruebas de patogenicidad

El estudio de la susceptibilidad de los distintos huéspedes se llevo a cabo mediante
inoculaciones controladas siguiendo los postulados de Koch (Agrios 1969). Todas las especies
vegetales se inocularon en Junio de 2006 excepto los melocotoneros, ya que su escaso
desarrollo obligd a posponer su inoculacion a Junio de 2007. Las especies se inocularon en el
tallo principal salvo en el nogal, que se inocularon los tallos brotados del afio. Las plantas se
inocularon con un fragmento de micelio en una incision practicada en el tallo, siguiendo la
misma metodologia de inoculacion descrita en capitulos anteriores (ver capitulo 4). En el corte
se dispuso como indculo un fragmento de micelio de una colonia del hongo de unos 2,5 mm, y
se selld con Parafilm ® (Laboratory Film, Pechiney Plastic Packaging, Chicago, Illinois, EE.UU.).
Se inocularon un total de 10 plantas de cada especie vegetal por aislado, y en los controles se

dispuso como indculo un fragmento de PDA estéril.

Durante el primer mes tras la inoculacion, se realizd un seguimiento diario de las
plantas inoculadas para detectar la posible muerte o seca del tallo inoculado. Cuando esto
ocurrid, y para evitar la posterior colonizacion por hongos saprofitos, se procedid al analisis de
todos los ejemplares de la especie inoculada con el hongo causante del colapso. La lectura de
datos se realizd transcurridas dos semanas desde la muerte del Gltimo ejemplar. Por su parte,
la lectura de datos de las especies vegetales que no sufrieron bajas se realizo a los 6 meses de

la inoculacion.

Para evaluar la susceptibilidad del hospedador, se anotaron detalles de la
inoculacién tanto a nivel externo como interno. Externamente, se observo la formacion de
chancros en el punto de inoculacion y la aparicion de fructificaciones en torno a la herida. A
nivel interno, se midié la longitud total de las necrosis vasculares formadas desde el punto de
inoculacion. Para medir las lesiones internas, se elimino la corteza y los tejidos subyacentes con
ayuda de un bisturi y se anotd la longitud de la zona necrética. Finalmente, se tomaron

fragmentos de los tejidos afectados para reaislar el hongo inoculado y completar asi los
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postulados de Koch. La metodologia empleada en los reaislamientos fue la descrita en el

capitulo 4.

6.2.3 Analisis de datos

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa Statistica version 7.0
para Windows (StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, EE.UU.). Para establecer las relaciones de
dependencia entre las variables discretas (formacion de chancro y aparicion de fructificaciones)
y los factores (hospedador y especie flingica) se utilizo el test no paramétrico de Kruskal-Wallis.
En el caso de la variable continua (longitud de las necrosis) se realizd el analisis de la
covarianza (ANCOVA) empleando como covariable la longitud del tallo de las especies vegetales
para reducir el efecto que pudiera tener este parametro sobre el desarrollo de las necrosis.
Previamente, se comprobd la normalidad y homogeneidad de varianzas de los datos y, en caso
de necesidad, se aplicd la transformacién logaritmica para cumplir con estos dos requisitos
(Quinn y Keough 2002). Tras el ANCOVA, se aplicd el test de Dunnett que identifica los aislados
con necrosis significativamente mayores que las del control. También se empled el test de
Tukey para detectar las diferencias significativas entre especies de Botryosphaeriaceae dentro

de un hospedador concreto.

6.3 RESULTADOS

En la Tabla 6.2 se exponen los resultados de la inoculacion de las cuatro especies
de Botryosphaeriaceae sobre los nueve hospedadores ensayados. Las plantas control de los
distintos hospedadores mostraron heridas bien cicatrizadas y las necrosis vasculares medias no
superaron el centimetro de longitud en ningin caso. En los controles tampoco se observé la

formacion de chancros ni la produccion de cuerpos fructiferos en torno al punto de inoculacion.

Algunas de las especies vegetales manifestaron una gran susceptibilidad a los

aislados de Neofusicoccum luteumy N. parvum, ya que mostraron la seca del tallo inoculado en
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Tabla 6.2 Resultados de las pruebas de patogenicidad de distintas especies de Botryosphaeriaceae sobre diferentes especies lefiosas. Los valores expresan el promedio sobre diez

ejemplares inoculados en cada caso.

Cédigo Almendro ° Avellano Encina *

Especie CBS Muertas Chancro Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.| Muertas Chancro  Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.| Muertas Chancro  Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.
Control 0 0 0 0,47 b 0 0 0 0 0,05 C 0 0 0 0 0,00 C 0
B. dothidea 121484 0 9 0 12,74 a 100 0 1 2 1,08 B 100 0 10 0 1,08 b 100
Di. seriata 121485 0 10 0 15,18 a 80 0 0 5 0,80 B 100 0 9 0,50 bc 100
N. luteum 121482 1 2 9,59 a 90 0 10 8 6,21 A 90 8 5 2,65 a 100
N. parvum 121486 3 6 12,38 a 100 0 9 8 5,69 A 100 6 4 0 3,98 a 100

Codigo Jara ? Melocotonero ° Nogal *°

Especie CBS Muertas Chancro Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.| Muertas Chancro  Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.| Muertas Chancro  Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.
Control 0 0 0 0,10 d 0 0 0 0 095 D 0 0 0 0 0,00 d 0
B. dothidea 121484 2 6 2 284 c 100 1 8 1 993 A 90 0 6 0 1,82 c 100
Di. seriata 121485 0 8 0 1,80 bc 100 0 8 0 5,52 B 100 0 4 1 1,77 bc 80
N. Juteum 121482 8 2 2 6,47 ab 100 4 0 2 13,78 A 100 1 9 3 3,55 ab 70
N. parvum 121486 9 2 1 7,28 a 100 2 2 1 13,16 A 100 5 3 8 6,33 a 100

Cédigo Olivo Pino Romero

Especie CBS Muertas Chancro Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.| Muertas Chancro  Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.| Muertas Chancro  Fruct. Necr. Sig. % Reaisl.
Control 0 0 0 0,07 o 0 0 0 0 0,04 D 0 0 0 0 0,03 c 0
B. dothidea 121484 0 0 0 0,13 bc 100 0 4 0 0,39 Bc 90 0 0 0 1,05 ab 90
Di. seriata 121485 0 0 1 0,23 bc 100 0 0 0 0,13 Cd 70 0 0 0 0,31 10
N. luteum 121482 0 3 0 0,34 b 100 0 5 0 0,54 Ab 90 0 0 0 1,08 b 50
N. parvum 121486 0 9 1 1,53 a 100 0 6 0 0,80 A 100 0 3 1 2,20 a 90

2 Para estos hospedadores, los resultados de los hongos que causaron mortalidad se recuperaron al mes de la inoculacién.

Muertas: Numero de plantas que presentaron el tallo inoculado muerto o seco.

Chancro: Numero de plantas en las que se formd chancro en el punto de inoculacion.

Fructificaciones (Fruct.): Nimero de plantas en las que aparecieron fructificaciones en torno al punto de inoculacién.

Longitud de la necrosis (Necr.): Longitud de la necrosis vascular desde el punto de inoculacion (en cm). En negrita, necrosis mayores que el control respectivo segun el test de Dunnett.

Significacion (Sig.): Rangos de significacion comparando los diferentes hongos inoculados para un hospedador concreto segun el test de Tukey.

Porcentaje de reaislamiento (% Reaisl.): Porcentaje de reaislamiento de la especie inoculada a partir de la madera infectada.
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las primeras semanas tras la inoculacion (Figura 6.1). El colapso del tallo inoculado se produjo
por encima del punto de inoculacidn y, en todos los casos, las plantas rebrotaron por debajo de
la zona afectada. El aislado de N. parvum provocd la muerte del tallo de 25 plantas (3
almendros, 6 encinas, 9 jaras, 2 melocotoneros y 5 nogales). Por su parte, el aislado de
N. luteum secd el tallo de 22 plantas (1 almendro, 8 encinas, 8 jaras, 4 melocotoneros y 1
nogal) (Tabla 6.2). Las especies mas sensibles fueron la jara y la encina, con mas del 50% de
los ejemplares afectados. Otro aislado que también causé mortalidad en los tallos inoculados
fue Botryosphaeria dothidea, que afectd a dos ejemplares de jara y uno de melocotonero. El
resto de hospedadores (avellano, olivo, pino y romero) no sufrieron el colapso del tallo

inoculado para ninguno de los hongos ensayados.

Figura 6.1 Seca de plantas inoculadas con Neofusicoccum luteun CBS 121482 en almendro (@), encina (b) y jara (c)

y seca causada por V. parvum CBS 121486 en melocotonero (d) y nogal (e).
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A pesar de que la lectura de las plantas afectadas de colapso se produjo tan sdlo
un mes después de la inoculacion, todas ellas mostraron necrosis vasculares muy evidentes. En
todas las plantas inoculadas con N. luteumy N. parvum, de las que se pudo tomar medida de la
necrosis, se apreciaron importantes danos vasculares, con necrosis aparentes. De estas plantas
se reaisld el hongo inoculado en un porcentaje que oscilé entre el 50 y el 100% de los casos

(Tabla 6.2).

La formacion de chancros y la produccion de cuerpos fructiferos de los hongos
inoculados mostraron diferencias significativas dependiendo del hospedador y del hongo
(p < 0,01). A nivel global, no existi6 una Unica especie patogéna responsable de una mayor
formacion de chancros y fructificaciones, ya que ambas variables dependieron mucho del

hospedador empleado. En el conjunto de las cuatro especies de Botryosphaeriaceae inoculadas,

el 85% de los almendros y el 70% de las encinas presentaron chancros (Tabla 6.2; Figura 6.2).
El hospedador que menor proporcion de chancros mostré fue el romero, que no alcanzé el 10%

de media, mientras que el resto de especies vegetales oscilaron entre el 30 y el 55%.
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Figura 6.2 Porcentaje de chancros producidos por las cuatro especies de Botryosphaeriaceae
inoculadas y media de todas ellas en nueve hospedadores: almendro (Alm), avellano (Ave), encina

(Enc), jara (Jar), melocotonero (Mel), nogal (Nog), olivo (Oli), pino (Pin) y romero (Rom).
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En cuanto a la formacion de fructificaciones en torno a la herida, las especies
vegetales que mayores porcentajes medios presentaron fueron el avellano (60%) y la encina

(40%) (Tabla 6.2; Figura 6.3). Tres hospedadores, olivo, pino y romero, mostraron

fructificaciones en menos del 10% de sus ejemplares, y el resto de especies vegetales variaron

entre el 10 y el 30%.

La morfologia de las necrosis vasculares fue variable en los distintos hospedadores
inoculados (Figura 6.4). En las inoculaciones de N. parvum en nogal, se apreciaron necrosis
muy largas y de un color marrén intenso que rodearon en diametro el tallo inoculado y que, en
ocasiones, necrosaron todos los tejidos, provocando su colapso. En avellano, las necrosis
también tuvieron una longitud importante aunque fueron de un color menos intenso y los
tejidos no se vieron afectados en la totalidad del didmetro. Por su parte, los olivos mostraron

necrosis reducidas y de una tonalidad mucho mas tenue.

B B. dothidea Q Di seriata B N. luteum @ N. parvum B Media
100 m
80 -
60 -

40 -

20

% de plantas con fructificaciones

Alm Ave Enc Jar Mel Nog Oli Pin Rom

Figura 6.3 Porcentaje de fructificaciones producidas por las cuatro especies de Botryosphaeriaceae
inoculadas y media de todas ellas en nueve hospedadores: almendro (Alm), avellano (Ave), encina

(Enc), jara (Jar), melocotonero (Mel), nogal (Nog), olivo (Oli), pino (Pin) y romero (Rom).
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Figura 6.4 Necrosis resultantes de las inoculaciones de Neofusiccocum parvum CBS 121486 en nogal

(a), avellano (b) y olivo (c).

Las dimensiones de las necrosis mostraron diferencias estadisticas significativas
segun la especie vegetal (p < 0,01) y la especie de Botryosphaeriaceae inoculada (p < 0,01)

(Tabla 6.3; Figuras 6.5a y 6.5b). Ademas, resulté significativa la interaccién entre el patdgeno y

el hospedador (p < 0,01) (Tabla 6.3; Figura 6.6). Sin embargo, la longitud del tallo inoculado,

covariable en el analisis de la covarianza, no afect6 a la longitud de las necrosis (p = 0,37)

(Tabla 6.3).

Tabla 6.3 Resultado del ANCOVA para el analisis de la longitud de la necrosis en los distintos
hospedadores inoculados con cuatro especies de Botryosphaeriaceae. Valor del estadistico (F) y

significacion (p).

gl F P
Longitud del tallo 1 0,82 0,37
Especie de Botryosphaeriaceae 4 267,70 < 0,01
Hospedador 8 65,21 < 0,01
Especie * Hospedador 32 5,49 < 0,01
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Figura 6.5 Longitud media de las necrosis vasculares (variable transformada mediante logaritmo)
generadas por las especies de Botryosphaeriaceae en los nueves hospedadores: almendro (Alm),
avellano (Ave), encina (Enc), jara (Jar), melocotonero (Mel), nogal (Nog), olivo (Oli), pino (Pin) y
romero (Rom) (a). Longitud media de las necrosis generadas por las cuatro especies de
Botryosphaeriaceae en los hospedadores (b). Las barras de error indican la desviacion estandar de la

media.
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Figura 6.6 Longitud de las necrosis (variable transformada mediante logaritmo) detallada para cada
unas de las cuatro especies de Botryosphaeriaceae en los nueves hospedadores: almendro (Alm),
avellano (Ave), encina (Enc), jara (Jar), melocotonero (Mel), nogal (Nog), olivo (Oli), pino (Pin) y

romero (Rom). Las barras de error indican la desviacion estandar de la media.

En conjunto, las cuatro especies de Botryosphaeriaceae causaron necrosis
significativamente superiores al control. Con respecto al control, todos los hospedadores

mostraron necrosis significativamente diferentes en las cuatro especies fungicas ensayadas,
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excepto Di. seriata, en pino y romero, y, B. dothidea, en olivo. El patdgeno que formd las
mayores necrosis fue N. parvum, seguido de N. /uteum'y, por Ultimo, B. dothideay Di. seriata.
Las especies vegetales mas sensibles fueron el almendro y el melocotonero, con necrosis
medias respectivas de 12,5 y 10,6 cm, respectivamente. En un segundo nivel se encuentran la
jara, el avellano y el nogal, que mostraron necrosis en torno a los 4 cm. Las lesiones medidas
en encina y romero fueron, respectivamente, de 2 y 1,1 cm y, por Ultimo, las necrosis

resultantes en pino y olivo no alcanzaron el centimetro de longitud (Tabla 6.2; Figura 6.5a).

El melocotonero mostrd las necrosis mas desarrolladas para los patdgenos
N. luteumy N. parvum. Esta situacion volvié a producirse en avellano, encina, jara y nogal, con
necrosis mayores para estos dos hongos (Figura 6.6). En olivo, pino y romero, las necrosis
causadas por N. luteumy N. parvum se redujeron de forma importante y fueron muy parecidas
a las causadas por los otros dos hongos. Sin embargo, en almendro, una de las especies mas
sensibles, se invirtid el comportamiento y las necrosis mas largas las produjeron Di. seriata

seguida de B. dothideay N. parvumyy, por Ultimo, N. /luteum (Figura 6.6).

6.4 DISCUSION

De acuerdo con los dafos vasculares observados en el ensayo, todas las especies
vegetales ensayadas mostraron susceptibilidad a los patdgenos inoculados y podrian actuar
potencialmente como huéspedes alternativos de Botryosphaeriaceae. Las especies que mayores
necrosis mostraron fueron el almendro y el melocotonero, dos rosaceas de las que,
previamente, ya se conocia su susceptibilidad a Botryosphaeriaceae. Botryosphaeria dothidea se
citd, por primera vez en California, en almendro (English et al. 1966). En Georgia (EE.UU.), la
formacion de gomosis en melocotoneros se relaciona con B. dothidea, Diplodia seriata y
Lasiodjplodia theobromae, y se ha demostrado que las dos primeras especies causan la muerte

de yemas en este arbol (Britton y Hendrix 1982; Britton y Hendrix 1989).

Las necrosis vasculares y la mortalidad de ejemplares confirman la especial

susceptibilidad de almendros, encinas, jaras, melocotoneros y nogales. Los patdgenos que
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causaron una mayor mortalidad fueron Neofusicoccum parvumy N. luteum. Estas especies ya
habian causado la muerte del sarmiento inoculado en ensayos de vid realizados por nuestro
equipo (ver capitulos 4 y 5). Neofusicoccum parvum, una de las especies que provoco las
lesiones vasculares de mayores dimensiones, se asocid a chancros en la corteza de ramas y
ramillas en alcornoques italianos (Linaldeddu et al. 2007). Aunque de menor importancia,
B. dothidea también causd bajas en jara y melocotonero. En el sudoeste espaiiol, B. dothidea,
se aislo, de forma consistente, de Quercus mediterraneos (Q. ilex 'y Q. suber) afectados de
decaimiento (Sanchez et al. 2003). Botryosphaeria dothidea también se ha reconocido como un
patdgeno primario de Cistus /adanifer en Andalucia (Sanchez-Hernandez et al. 2002). En nogal,
se han citado al menos dos especies de Botryosphaeriaceae, B. dothideay Neofusicoccum ribis,
esta Ultima asociada a la muerte de ramas (Rumbos 1987). Hoy en dia se sabe que muchas
especies de Botryosphaeriaceae no tienen un hospedador especifico; concretamente, las
especies B. dothidea, Di. seriata'y N. parvum se han descrito como especies de “hospedador
neutro” o plurivoras (Slippers y Wingfield 2007). Nuestros resultados permiten apuntar que

N. luteum también se trataria de una especie plurivora.

En nuestro ensayo, las especies de olivo, pino y romero mostraron una
susceptibilidad menor a las cuatros especies de Botryosphaeriaceae. En olivo, N. ribis se ha
vinculado con el decaimiento de ramas en Andalucia (Romero et al. 2005) y B. dothidea con la
pudricién de frutos en Grecia (Phillips et al. 2005). En Pinus se ha identificado al patégeno
Diplodia pinea, que muestra una relacion bien especializada con este género y otras especies de
coniferas (Swart y Wingfield 1991; Burgess et al. 2004). Segun pudieron observar Swart y
Wingfield (1991), los niveles de infeccion varian enormemente segin la especie de Pinus
afectada. En cuanto a las otras especies de Botryosphaeriaceae, no se han encontrado
referencias que destaquen su efecto sobre Pinus pinea'y Rosmarinus officinalis, por lo que este

ensayo de patogenicidad es el primero que relaciona ambos grupos de especies.

En un estudio de patogenicidad similar desarrollado en Sudafrica, se concluyé que

las ocho especies de Botryosphaeriaceae ensayadas suponian una amenaza tanto para algunas
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especies autoctonas de mirtaceas como para los eucaliptos introducidos (Pavlic et al. 2007). Si
bien todas estas especies vegetales pertenecen a la misma familia, es una prueba de la
coexistencia de especies de Botryosphaeriaceae en ambos grupos y de la potencial amenaza
que suponen para ellos. En otro estudio centrado en la taxonomia de Botryosphaeriaceae en
frutales, se identificd, por primera vez, a NMeofusicoccum australe en manzano, peral, ciruelo y
almendro en Sudafrica (Slippers et al. 2007). Segun los autores, este hallazgo no fue del todo
inesperado ya que recientemente se habia identificado esta especie en vides sudafricanas y
ambas plantaciones suelen estar préximas (Van Niekerk et al. 2004). Neofusicoccum australe
también habia sido identificado en hospedadores nativos australianos, como Acacia sp. Mill.
(Slippers et al. 2004). Por tanto, N. australe se ha reconocido en tres tipos de hospedadores:
vid, plantaciones vecinas y vegetacién autoctona. Existen varios casos en los que se han
identificado otros patdgenos de Vitis vinifera sobre diversas especies vegetales que se
encuentran en las proximidades de las plantaciones de vid. Por ejemplo, en California se ha
encontrado la forma sexual de Phaeoacremonium viticola 1. Dupont sobre fresnos (Fraxinus
/atifolia Benth.) afectados de decaimiento y localizados en zonas vecinas a los vifiedos (Eskalen
et al. 2005). En California también se han aislado por primera vez en manzano Eutypa /ata,
Phaeoacremonium angustius W. Gams, Crous & M.]J. Wingf., 7ogninia fraxinopennsylvanica
(T.E. Hinds) Hausner, Eyjolfsd. & J. Reid (anamorfo Phaeoacremonium mortoniae Crous & W.
Gams) (Gallegos et al. 2007). Estos hallazgos sugieren que estos hospedadores alternativos
podrian ser una importante fuente de indculo para algunos patdgenos de la vid y, por tanto,

podria tener implicaciones en la epidemiologia y control de estas enfermedades.

Algunos autores opinan que el papel que desarrollan las Botyrosphaeriaceae en
una determinada area viene determinado por factores del medio abidtico, por la presion del
indculo formado en los distintos hospedadores, la competicion entre las comunidades endofitas
y las caracteristicas fisiologicas y fisicas del hospedador (Saikkonen 2007; Slippers y Wingfield
2007). Considerando la patogenicidad de estos hongos sobre las especies vegetales estudiadas,
es necesario llevar a cabo investigaciones que aclaren si los taxones mas sensibles son capaces

de infectarse naturalmente en campo. De este modo, se confirmara la importancia de las
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especies vegetales estudiadas como hospedadores alternativos y fuentes de indculo de especies

de Botryosphaeriaceae que, mas tarde, podrian infectar a la vid.
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RESUMEN

Se ha documentado que, en ocasiones, el estrés hidrico favorece el desarrollo de algunos hongos

patégenos en el hospedador. Sin embargo, se tiene un conocimiento escaso de los patégenos de madera de la vid y su

interaccion con el estrés hidrico a lo largo del ciclo de la enfermedad. Para estudiar esta interaccion, se planted un

ensayo de invernadero con cuatro grupos de vides que combinaban la infeccidn fungica de Neofusicocum parvum con la

falta de riego. De esta forma, se pudo analizar el efecto, aislado y combinado, de ambos factores sobre algunas

variables de la planta. Se estudiaron variables fisioldgicas, como la conductancia estomatica y el potencial hidrico, y del

crecimiento, como el incremento del didmetro y las contracciones diarias del sarmiento. Los resultados obtenidos

mostraron que la longitud de las necrosis causadas por A. parvum no aumentaron significativamente con el déficit

hidrico, demostrando que no es un patdgeno de debilidad. Por su parte, la infeccion fingica y la falta de agua

afectaron, de forma independiente, la fisiologia y el crecimiento de la vid, y tan solo se observd una sinergia entre

factores para las contracciones diarias del sarmiento.
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7.1 INTRODUCCION

En periodos de déficit hidrico, el cierre de los estomas provoca una disminucion de
la actividad fotosintética que reduce la produccion de metabolitos necesarios para el
crecimiento y la defensa de la planta (Agrios 1969; Salisbury y Ross 1992). El efecto y la
intensidad del estrés hidrico pueden ser medidos a través de variables de la planta como la
conductancia estomatica y la transpiracion, directamente relacionadas con la fotosintesis, y el
potencial hidrico. La conductancia estomatica y la transpiracion indican la cantidad de agua
perdida por superficie foliar y unidad de tiempo (Pearcy et al. 1989) mientras que el potencial
hidrico foliar (Ws) expresa la tensidn con la que el agua se encuentra retenida en la hoja (Koide
et al. 1989). El W; desciende de forma natural debido a la transpiracion aunque este gradiente
de presién de la raiz a las hojas se ve aumentado en condiciones de estrés hidrico (Tyree y
Ewers 1991; Escalona et al. 1999). El consumo de agua en la planta estd directamente
relacionado con la formacion de tejidos, por tanto, el estudio del crecimiento de la planta
también nos informa sobre la intensidad y el efecto de la falta de agua. Mediante la tecnologia
de los sensores LDVT (/inear variable displacement transducer), que miden el desplazamiento
que sufre un tejido vegetal vivo, se integra la informacién tanto del estado hidrico de la planta

como del crecimiento de la misma. (Huguet et al. 1992; Intrigiolo y Castel 2007).

En ocasiones, el estrés hidrico severo y prolongado puede causar por si mismo la
muerte de la planta. Sin embargo, es mas comun que, por ejemplo en arboles, la mortalidad
por estrés se deba normalmente al ataque de organismos patégenos oportunistas que
consiguen invadir y colonizar los tejidos vegetales (Wargo 1996). Algunos patdgenos pueden
provocar alteraciones similares a las causadas por el estrés hidrico, ya que durante la infeccion
se reduce el flujo de agua de las raices a las hojas (Ayres 1991; Shain 1995). Frecuentemente,
los sintomas asociados a las enfermedades se pueden agravar cuando las plantas estan

sometidas a estrés hidrico como ocurre, por ejemplo, en la infeccién del melocotonero por
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7 Estrés hidrico y patdgeno

Botryosphaeria dothidea (Pusey 1989).

En muchas zonas donde se cultiva la vid, la produccion suele estar limitada, en
mayor o menor medida, por la escasez de agua; incluso en paises con temperaturas
moderadas, las vides pueden sufrir periodos de sequia (Braun y Schmid 1999). La presencia de
especies de Botryosphaeriaceae en numerosas regiones viticolas en las que pueda haber
periodos de sequia, de mayor o menor duracion, hace muy probable que ambos factores se
combinen en campo. Por tanto, el primer objetivo de este trabajo fue conocer el efecto del
estrés hidrico sobre la fisiologia y el crecimiento de la vid, y también sobre el desarrollo del
patdégeno Neofusicoccum parvum en el huésped. Para ello, se estudidé el efecto del estrés
hidrico sobre dos variables fisioldgicas (conductancia estomatica y potencial hidrico en hoja) y
dos variables relacionadas con el crecimiento de la planta (incremento en el didmetro del
sarmiento y sus contracciones diarias), asi como sobre la longitud de las necrosis causadas por
el patégeno. El segundo objetivo fue comprobar como afecta la interaccion estrés
hidrico/patdgeno a la vid, para lo que se analizo el efecto combinado de los dos factores sobre

los distintos parametros estudiados.

7.2 MATERIAL Y METODOS

7.2.1 Material vegetal

En este ensayo se emplearon vides de la variedad Tempranillo injertadas sobre el
patron Richter 110 (R110) proporcionadas por los viveros de Bodegas Miguel Torres. A
principios de abril de 2007, se transplantaron a macetas de 3 litros con un sustrato de arena
roja, arena de silice blanca y turba (Floragard Floratorf, Oldenburg, Alemania), en proporcién
3:2:2 (v:v:v). En cada maceta, se coloco un tutor de cafia de 1,5 m de altura para dirigir el
crecimiento del sarmiento en vertical. Las plantas se mantuvieron en un invernadero dotado de
un sistema de refrigeracion cooling y se fertilizaron semanalmente con 10 ml de solucidn

nutritiva Hoagland (Hoagland y Aaron 1950).

171



7 Material y Métodos

7.2.2 Disefio experimental

El experimento lo compusieron un total de 188 vides, que se dividieron en cuatro
grupos de 47 plantas cada uno. Los grupos se disefiaron para testar el efecto, tanto aislado
como combinado, del estrés hidrico y del patdgeno inoculado en la planta. Por tanto, las plantas
se dividieron en: 1) vides afectadas por estrés hidrico, 2) vides inoculadas con el patégeno, 3)
vides sometidas a estrés hidrico e inoculadas con el patégeno y 4) vides control (no sometidas
a estrés hidrico, ni inoculadas con el patdgeno). Se selecciond un disefio experimental de
parcelas divididas (split-plot) en el que el factor riego se aplico a la parcela y el factor hongo a
la subparcela (Figura 7.1). A lo largo de una bancada del invernadero, las vides se organizaron
en subparcelas de cuatro a seis plantas que se distribuyeron en blogques alternos para crear un
patron que homogeneizase la variabilidad ambiental. En la bancada, se colocé un datalogger
dotado de sensores LDVT, que se fijaron al sarmiento de 8 plantas de cada grupo, y que
registrd las variaciones en el diametro de los sarmientos. A ambos lados de la bancada y en los
extremos del datalogger, se colocaron vides, no incluidas en el experimento, para intentar

reducir el efecto “borde”.

7.2.3 Sistema de riego e inoculacidn con Neofusicoccum parvum

Las vides no sometidas a estrés hidrico (94 plantas) se mantuvieron con riego
automatico por goteo, tres veces al dia (9, 13 y 17 horas) y tres dias por semana (lunes,
miércoles y viernes). El volumen regado fue ajustandose en funcién de las condiciones

climaticas, siendo la media del experimento de unos 300 ml/planta en cada dia de riego.

Las vides sometidas a estrés (94 plantas) se mantuvieron bajo ciclos de sequia y
posterior rehidratacion con un volumen de agua calculado del modo que se explica a
contiuacion. Se aislaron cinco vides del experimento y se regaron hasta que el sustrato estuvo
saturado de agua. Una vez drenado el exceso de agua, se pesaron en una balanza y se anoto el

peso de cada una de ellas a capacidad de saturacion del sustrato. Diariamente, se midi6 el peso
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7 Estrés hidrico y patdgeno

de estas plantas y se registrd la diferencia con el peso a capacidad de saturacidén. Se observd
que, cuando las plantas habian reducido su peso en torno a un kilogramo, el sustrato habia
perdido practicamente toda su humedad. Por tanto, se tomd este dato para fijar el final del
periodo de estrés y regar las vides estresadas con un volumen de agua equivalente. El tiempo
que tardaron las plantas estresadas en perder ese volumen varid entre cuatro y seis dias, en
funcion de las condiciones ambientales. Las 94 plantas estresadas iniciaron la fase de estrés el
31 de Mayo de 2007 y acabaron el 1 de Octubre del mismo afo, habiendo pasado por 20 ciclos
de estrés. En la Figura 7.2 se muestra el volumen de agua anadido a las vides sometidas y no

sometidas a estrés hidrico y las oscilaciones de temperatura a lo largo del experimento.

El 15 de Junio, habiendo transcurrido dos ciclos de estrés hidrico, se procedi6 a la
inoculacion de 94 vides, 47 de ellas estresadas, con el aislado CBS 121486 de Neofusicoccum
parvum. Se selecciond este aislado debido a la alta virulencia mostrada en ensayos previos (ver
capitulo 4). Las plantas se inocularon con un fragmento de micelio en una incision practicada en
el portainjerto, siguiendo la misma metodologia descrita en capitulos anteriores. En el corte se
dispuso como indculo un fragmento de micelio de una colonia del hongo de unos 2,5 mm, y se
selld con Parafilm ® (Laboratory Film, Pechiney Plastic Packaging, Chicago, Illinois, EE.UU.).
Las 94 vides restantes, 47 de ellas también estresadas, se inocularon con fragmentos de PDA
(Potato Dextrose Agar, Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EE.UU.), estéril, de idéntico

tamafio, utilizando la misma técnica de inoculacion.

7.2.4 Variables estudiadas

Para el estudio del efecto de la sequia y del patégeno N. parvum sobre la vid, se
analizaron dos variables relativas al crecimiento de la planta: el incremento en didmetro del
sarmiento y la contracciéon maxima diaria de sus tejidos. También se tomaron datos de dos
parametros fisioldgicos: la conductancia estomatica y el potencial hidrico en hoja. Al final del
experimento se midié la longitud de las necrosis generadas por N. parvum en las plantas

inoculadas, con el fin de analizar el efecto del estrés hidrico sobre el desarrollo del patégeno.
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7 Estrés hidrico y patdgeno

El incremento del didametro del sarmiento y las contracciones maximas sufridas por
éste se midieron con sensores LDVT (modelo DF + 2,5 mm, precision + 10 um, de Solartron
Metrology, Bogno Regis, Gran Bretafia). El sensor esta compuesto de un nucleo cilindrico, que
contiene tres bobinas eléctricas y una aguja metalica, de ferro-niquel, que se mueve libremente
por un canal-guia a lo largo del cilindro y que registra el movimiento del objeto estudiado. El
sensor se sujetd al sarmiento, unos 15 cm por encima del punto de inoculacion, con un soporte
especial de invar y aluminio (Figura 7.3). La aguja se fijo al sarmiento mediante cola para
injertos Kollant Arbokol (Kollant S. p. A., Padova, Italia). El nimero de sensores empleados en
el experimento fue de 32, distribuidos en 8 plantas para cada tratamiento experimental. Los
registros captados por los sensores se acumularon en un datalogger (modelo CR10 con
multiplexador AM416, de Campbell Scientific Ltd, Logan, Utah, EE.UU.) cada 30 segundos,
guardando las medias cada 30 minutos. El sistema se mantuvo con la energia suministrada por
una bateria de coche convencional de 12 V y los datos registrados se descargaron en un

ordenador portatil cada dos semanas.

1

Figura 7.3 Imagen de un sensor LDVT compuesto de un nucleo cilindrico y de una agua metalica
fijada a la base del sarmiento de la planta. El nlcleo del sensor se fij6 al sarmiento con ayuda de un

soporte de invar-aluminio.
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El crecimiento del sarmiento se expresa como el incremento de diametro del
mismo en relacion al valor del primer dia (cero, al iniciar las mediciones) aunque, a nivel
estadistico, se analiz6 la variacion diaria del diametro, expresada como la diferencia entre dos
dias consecutivos de las medidas tomadas a las 6 de la mafiana. La segunda variable estudiada,
la contraccion maxima diaria (CMD) se expresa como la diferencia entre el valor maximo del
didametro (que suele observarse en las primeras horas de la mafnana) y el minimo (que se suele
dar en las horas centrales del dia) para cada uno de los dias. Las medidas de estas variables se
registraron desde el 16 de Junio (un dia después de la inoculacion) hasta el 30 de Septiembre

(un dia antes de que se desmontase el experimento).

Las medidas fisioldgicas en hoja se realizaron a mediodia (hora oficial), en dias
soleados y coincidiendo con el dltimo dia del periodo de estrés. La conductancia estomatica se
midid mediante un porémetro (modelo LI-1600 de Li-Cor Inc., Lincoln, Nebraska, EE.UU.) y el
potencial hidrico foliar (¥;) se midid con una camara de presién de Scholander (Soilmoisture
3005, Soil Moisture Corp., Santa Barbara, California, EE.UU.). Las medidas se realizaron sobre
cinco hojas bien desarrolladas y sanas, seleccionadas al azar, para cada uno de los grupos
experimentales. Para estas medidas no se incluyeron las plantas con sensor, evitando asi
alteraciones en las mediciones registradas por el datalogger. En primer lugar, se realizaron las
medidas de conductancia estomatica en el invernadero y, posteriormente, se recogieron esas
mismas hojas para realizar las medidas del Ws en el laboratorio. Las hojas se transportaron en
cajas herméticas, envueltas en bayetas himedas y protegidas de la luz. Una vez en el
laboratorio, se extrajeron de una en una y se cortd una pequena fraccién del peciolo para
introducirlas en la camara de Scholander y proceder a la lectura del W:. Durante el periodo
experimental, se llevaron a cabo un total de nueve mediciones con una periodicidad

aproximada de dos semanas.
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La longitud de las necrosis, indicador del desarrollo fingico en la planta, se
midieron al finalizar el experimento, transcurridos tres meses y medio desde la inoculacion y en
las 32 plantas dotadas con sensor. Para medir las lesiones internas se elimind la corteza y los
tejidos subyacentes con ayuda de un bisturi y se anotd la longitud de la zona necrdtica.
Finalmente, se tomaron fragmentos de los tejidos afectados para reaislar el hongo inoculado.
Los reaislamientos se realizaron segun el procedimiento estandar explicado anteriormente (ver

capitulo 4).

El experimento se prolongd durante cuatro meses y se desarrollé desde el 1 de
Junio hasta el 1 de Octubre de 2007. Durante este periodo, se recopilaron los datos diarios de

temperatura de una estacion meteoroldgica automatica, situada a 260 m del invernadero.

7.2.5 Analisis de datos

El andlisis estadistico de los datos se llevd a cabo con el programa Statistica
version 7.0 para Windows (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, EE.UU.). En primer lugar, se comprobd la
normalidad y la homogeneidad de varianzas de los datos de cada una de las variables y se
aplicd la transformacion de la raiz cuadrada, cuando fue necesario, para cumplir con estos dos
requisitos (Quinn y Keough, 2002). Las variables del crecimiento vegetal (incremento del
didametro y CMD) se analizaron mediante un ANOVA de medidas repetidas y las variables
fisioldgicas (conductancia estomatica y potencial hidrico) se trataron como medidas
independientes a lo largo del tiempo. En primer lugar, los parametros de crecimiento se
sometieron a la prueba de esfericidad de Mauchly para establecer si el tiempo tuvo un efecto
significativo sobre los datos. Cuando no se pudo asumir la esfericidad, se aplico la correccion de
Huynh-Feldt a la significacion de los factores estrés hidrico y patdgeno. El analisis del
crecimiento en diametro se dividio en tres periodos debido a la diferente evolucion de los datos
a lo largo del tiempo. El primer periodo estuvo compuesto por los datos recogidos del 16/Jun al
05/1ul, el segundo del 06/Jul al 31/Jul y el tercero del 01/Ago al 30/Sep. Por el mismo motivo,
la variable CMD se fraccion6 en dos periodos. El primero transcurrié del 16/Jun al 10/Jul y el

segundo del 11/Jul al 30 Sep. Los parametros fisioldgicos se analizaron en bloques aleatorios
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para reducir el posible efecto del tiempo sobre los datos. Para el andlisis de la longitud de la
necrosis, se realizd un ANOVA factorial. Por Ultimo, y para todas las variables, se llevd a cabo el

test de Tukey que permitid identificar las diferencias entre las medias de cada grupo.

7.3 RESULTADOS

En la Tabla 7.1 se detallan los efectos, tanto aislados como combinados, del estrés

hidrico y de la inoculacion con Neofusicoccum parvum sobre las seis variables analizadas.

7.3.1 Crecimiento vegetal

Globalmente, el crecimiento en didametro de las plantas se vio afectado
significativamente por el estrés hidrico (p = 0,02) aunque el patdgeno no tuvo un efecto
significativo (p = 0,99) (Tabla 7.2). La combinaciéon de ambos factores no mostré una
interaccion significativa sobre el crecimiento (p = 0,75) y las plantas estresadas crecieron, de
media, menos que las no estresadas (Tabla 7.1). El andlisis de Mauchly mostrd que no se
puede asumir la esfericidad de los datos (p < 0,01) y, en la correccion de Huynh-Feldt, también
aparece un efecto significativo del tiempo, asi como de su interaccion con el estrés (ambos

p < 0,01) (Tabla 7.2).

Tabla 7.1 Valores medios de las diferentes variables analizadas para cada uno de los grupos
experimentales. Las letras indican los rangos de significacion para el test de Tukey dentro de cada

variable. La significacion para la contraccion maxima diaria esta dividida segun el factor estrés.

Estresadas Estresadas no No estresadas No estresadas

inoculadas inoculadas inoculadas no inoculadas
Incremento del didmetro (um) 241,1 b 258,1 b 3234 a 3164 a
Contraccién maxima diaria (um) 292 B 372 A 216 b 22,7 a
Conductancia estomatica (mmol H,0 m? s?) 23,7 d 47,1 ¢ 188,1 b 241,8 a
Potencial hidrico (MPa) -1,27 d -1,14 ¢ -091 b -0,78 a
Longitud de la necrosis (cm) 55 a 0,7 b 4,2 a 0,6 b
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Tabla 7.2 Resultados de los ANOVA para los efectos intra-sujetos (a) e inter-sujetos (b) después
de la correccién de Huynh-Feldt de la variable del incremento del didmetro. Valor del estadistico (F)

y significacion (p).

| Total Fase I Fase II Fase III
ad Intra-sujetos g F D E D F D F D
Tiempo 30,18 30,18 <001 4581 <001 1677 <001 6371 <0,01
Tiempo * Inoculacién de
N. parvum 30,18 0,93 0,50 1,44 0,24 062 0,72 0,88 0,52

Tiempo * Estrés hidrico 3918 1687 <001 2467 <001 1611 <001 856  <O0,01
Tiempo * Inoculacion *

Estrés 30,18 0,56 0,82 1,45 0,23 031 0,93 1,73 0,11
Total Fase I Fase II Fase III

b Inter-sujetos gl F b F b F b F b

Inoculacion de N parvum 1 <001 0,99 2,91 0,10 497 0,03 0,24 0,63

Estrés hidrico 1 5,99 0,02 3,38 0,08 1,46 0,24 0,02 0,89

Inoculacion * Estrés 1 0,10 0,75 0,12 0,73 014 071 0,55 0,47

En el transcurso del ensayo, el diametro del sarmiento tuvo un comportamiento
variable entre los distintos grupos experimentales. En el grafico del incremento del didmetro se
observaron tres fases: 1) fase de crecimiento (16/Jun-05/Jul), 2) fase de reduccion (06/Jul-
31/1ul) y 3) fase constante (01/Ago-30/Sep) (Figura 7.4). En los primeros 20 dias tras la
inoculacion (fase I), el incremento absoluto en didmetro tuvo un valor cercano a los 0,5 mm de
media. En esta primera fase, ninguno de los factores tuvo un efecto significativo sobre el
crecimiento (Tabla 7.2b) aunque, en la Figura 7.4 se observa que las vides estresadas
mostraron un crecimiento ligeramente superior al de las no estresadas. Durante la segunda
fase, todas las plantas decrecieron y la inoculacion con el patdgeno afectd significativamente
(p = 0,03), con un decrecimiento mas brusco y anterior en el tiempo de las plantas inoculadas
(Figura 7.4). Aunque el factor estrés no fue significativo (p = 0,24), en la Figura 7.4 se observa
que, entre el 06/Jul y el 16/Jul, las plantas estresadas, independientemente del factor
inoculacion, comenzaron a reducir su diametro (unos 0,3 mm de media), mientras que las
plantas no estresadas continuaron creciendo. La reduccién de las plantas no estresadas fue de
0,2 mm y su caida se prolongd durante unos 15 dias (del 15/Jul al 1/Ago). La diferencia

establecida entre el didmetro de ambos grupos (0,1 mm) se mantuvo, mas o menos, constante

179



7 Resultados

Str / Inoc Str / No Inoc No Str / Inoc=— No Str /No Inoc

16- 01- 15- 01- 15- 01- 15- 30-
Jun Jul Jul Ago Ago Se| Se Se|

E 600 g g p p p

= I II II1

© 500 -

hd

()]

£

8 400 -

-}

3
i WW

° 300

hd

2

< 200 A

S

o

£ 100 A

()]

™

Q

s 0 | | | | | | |
1 16 31 46 61 76 91 106

Dias tras la inoculacion

Figura 7.4 Evolucion de la variable del incremento del didmetro del sarmiento en los cuatro grupos
experimentales. La discontinuidad de los trazos se debe a la pérdida de datos de cuatro dias. En la
parte superior del grafico se destacan las diferentes fases en las que se dividid el analisis estadistico y
el periodo en el que se realizaron las medidas. Leyenda del gréfico: Str/Inoc (grupo de las plantas
estresadas e inoculadas), Str/No Inoc (estresadas y no inoculadas), No Str/Inoc (no estresadas e

inoculadas) y No Str/No Inoc (no estresadas y no inoculadas).

durante la tercera fase, aunque en ésta no hubo un efecto significativo de ninguno de los dos
factores (Tabla 7.2b). La interaccion entre la inoculacion y el estrés no fue significativa en

ninguna de las fases en que se dividié el experimento.

Las contracciones maximas diarias (CMD) también mostraron, a lo largo del
ensayo, un comportamiento variable entre grupos. A nivel general, el estrés hidrico y el
patégeno tuvieron una influencia significativa (p < 0,01 para ambos) (Tabla 7.3b). En este
caso, la interaccion entre factores fue positiva (p < 0,01), con mayores CMD en las vides
estresadas y no inoculadas (Tabla 7.1). A lo largo del periodo experimental, se reconocen dos
fases en las que las CMD se comportaron de forma diferente: 1) del 16/Jun al 10/Jul, con

contracciones grandes y 2) del 11/Jul al 30/Sep, con contracciones progresivamente menores

180



7 Estrés hidrico y patdgeno

(Figura 7.5). A nivel estadistico se observa que, en la primera fase, tanto el patégeno como el

estrés tuvieron un efecto significativo mientras que, en la segunda fase, solo el estrés hidrico se

mostré significativo (Tabla 7.3b).

Tabla 7.3 Resultados de los ANOVA para los efectos intra-sujetos (a) e inter-sujetos (b) después

de la correccion de Huynh-Feldt de la variable de la contraccion maxima diaria. Valor del estadistico

(F) y significacion (p).

| Total Periodo 1 Periodo II
. g
a Intra-sujetos F D F P E D
Tiempo 19,30 19,30 < 0,01 16,28 <0,01 25,86 <0,01
Tiempo * Inoculacion de N. parvun 19,30 1,64 0,172 1,30 0,25 0,63 0,65
Tiempo * Estrés hidrico 19,30 7,37 0,02 12,38 < 0,01 5,56 < 0,01
Tiempo * Inoculacién * Estrés 19,30 1,93 0,112 2,14 0,04 0,96 0,44
Total Periodo 1 Periodo II
b Inter-sujetos g F p E p F p
Inoculacién de N. parvum 1 18,26 < 0,01 5,40 0,03 3,53 0,08
Estrés hidrico 1 23,58 < 0,01 5,10 0,04 13,24 0,02
Inoculacién * Estrés 1 10,79 < 0,01 3,25 0,09 1,53 0,23
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Figura 7.5 Evolucién de la variable de la contraccién maxima diaria. La discontinuidad de los trazos se

debe a la pérdida de datos de cuatro dias. En la parte superior del grafico se destacan las diferentes

fases en las que se dividié el analisis estadistico y el periodo en el que se realizaron las medidas.

Leyenda del grafico: Str/Inoc (grupo de las plantas estresadas e inoculadas), Str/No Inoc (estresadas y

no inoculadas), No Str/Inoc (no estresadas e inoculadas) y No Str/No Inoc (no estresadas y no

inoculadas).
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En el grafico se observa que en los 28 primeros dias tras la inoculacién (fase I), las
CMD de las plantas estresadas hidricamente fueron mucho mayores que las de las plantas no
estresadas. En esta primera fase, las oscilaciones de las CMD de las plantas estresadas
superaron frecuentemente los 100 um vy, dentro de este grupo, las no inoculadas registraron las
mayores CMD. En la fase II, las contracciones fueron menores, oscilando entre las 20 um vy las
50 um, y, de nuevo, en las vides estresadas y no inoculadas se midieron las mayores

fluctuaciones.

La fase I de las CMD (Figura 7.5) comprende casi la totalidad del periodo de las
fases I y II del crecimiento del sarmiento (Figura 7.4). Es decir, durante las fases de
crecimiento y decrecimiento de las vides, las CMD fueron grandes, para reducirse
posteriormente y alcanzar una fase de estabilidad para ambas variables cuando se detuvo el

crecimiento de las plantas, ya bien entrado el verano.

7.3.2 Relaciones hidricas

El estrés hidrico y el patdgeno ejercieron una influencia significativa sobre la
conductancia estomatica y el potencial hidrico (p < 0,01 en todos los casos) (Tabla 7.4). Sin
embargo, la combinacién de ambos factores no tuvo una interaccion significativa para ninguno
de los dos parametros. En general, los valores de ambas variables en las plantas no sometidas
a estrés hidrico fluctuaron mas que los de las estresadas, que mostraron valores siempre
menores y mas constantes en todas las mediciones. La conductancia estomatica de las plantas
no estresadas fluctud 321 unidades de media, mientras que las plantas estresadas lo hicieron
en 96 unidades. En cuanto al potencial hidrico, la fluctuacion de las plantas no estresadas oscild

0,62 MPa y la de las estresadas, 0,45 MPa (Figuras 7.6 a-b). Las plantas no estresadas y no

inoculadas registraron los mayores valores para las dos variables, mientras que las plantas

estresadas e inoculadas mostraron las menores tasas (Tabla 7.1).
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Tabla 7.4 Resultado de los ANOVA para los efectos inter-sujetos de las variables de la conductancia

estomatica y el potencial hidrico foliar. Valor del estadistico (F) y significacion (p).

| Conductancia estomatica Potencial hidrico foliar
g
F P F p
Inoculacion de N. parvum 1 15,21 < 0,01 18,86 < 0,01
Estrés hidrico 1 300,81 < 0,01 134,18 < 0,01
Inoculacion * Estrés 1 0,12 0,73 < 0,01 0,95
a Str/Inoc Str/No Inoc No Str/Inoc No Str/No Inoc
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Figura 7.6 Evolucion de las variables medidas en hoja en los cuatro grupos experimentales:
conductancia estomatica (a) y potencial hidrico (b). Las barras de error indican el error estédndar de la
media. Se destaca el periodo que comprenden las medidas realizadas. Leyenda del grafico: Str/Inoc
(grupo de las plantas estresadas e inoculadas), Str/No Inoc (estresadas y no inoculadas), No Str/Inoc

(no estresadas e inoculadas) y No Str/No Inoc (no estresadas y no inoculadas).
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Tabla 7.5 Resultado del ANOVA para la longitud de las necrosis vasculares medidas. Valor del

estadistico (F) y significacion (p).

gl F p
Inoculacién de N. parvum 1 62,02 < 0,01
Estrés hidrico 1 0,80 0,38
Inoculacién * Estrés 1 0,39 0,54

7.3.3 Desarrollo del patdgeno Neofusicoccum parvum

Al final del experimento, el hongo se reaisld con éxito en el 95% de las plantas
inoculadas. Las vides no inoculadas mostraron en todos los casos heridas bien cicatrizadas que
no alcanzaron el centimetro de longitud (Tabla 7.1). Las necrosis causadas por N. parvum en
las plantas estresadas fueron ligeramente superiores a las medidas en plantas no estresadas
(5,5 cm frente a 4,2 cm) aunque sin significacion estadistica (p = 0,38). La interaccion entre

ambos factores tampoco fue significativa (p = 0,54) (Tabla 7.5).

7.4 DISCUSION

El estrés hidrico y la inoculacion con Neofusicoccum parvum afectaron a la
fisiologia y al crecimiento de la vid en diferente medida segun la variable analizada. Tanto el
estrés como el patdgeno disminuyeron la conductancia estomatica y el potencial hidrico, sin que
la combinacién de ambos factores agravase significativamente las alteraciones observadas. El
crecimiento en diametro de las vides disminuyd solo por efecto del estrés hidrico, sin que el
patdgeno afectase significativamente o se diese interaccion entre ambos factores. Por Gltimo,
estrés hidrico e inoculacion provocaron unas contracciones mayores de los tejidos del
sarmiento, con un efecto combinado en el que las vides estresadas y no inoculadas mostraron

las mayores contracciones.

Segun Cifre et al. (2005), una conductancia estomatica de entre 50 y 100 mmol
H,O m™ s es caracteristica de una situacién de estrés hidrico moderado, lo que confirma que

las vides del expermiento sometidas a un riego deficiente sufrieron estrés hidrico. Este déficit
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hidrico causo6 alteraciones significativas tanto en la fisiologia como en el crecimiento de las vides
sometidas a estrés. Los sensores LDVT detectaron un menor crecimiento de las vides con riego
limitado posiblemente asociado a la disminucién en la conductancia estomatica de estas

plantas.

Los valores registrados por los sensores LDVT indicaron un periodo de crecimiento
activo de todas las vides en los primeros dias tras la inoculacion. La falta de agua provocd que
el crecimiento de las vides estresadas se detuviese 10 dias antes que el de las regadas de
forma adecuada. Tras esta fase de crecimiento, todas las plantas decrecieron, lo que podria
explicarse como un cambio adaptativo de la propia planta a los rigores del verano tipicos del
clima mediterraneo (Mooney 1983). Transcurridos 45 dias desde las inoculaciones, se
establecieron unas diferencias en el diametro del sarmiento entre las vides estresadas y no
estresadas que se mantuvieron constantes hasta el final del experimento. Las grandes
contracciones diarias mostradas por las plantas con déficit hidrico al inicio del experimento
podrian considerarse como adaptativas, ya que al aumentar el estrés hidrico se produce una

pérdida gradual de las reservas internas de agua de la planta (Huguet et al. 1992).

La accion de N. parvum produjo efectos importantes tanto en la fisiologia de las
plantas como en su crecimiento. La presencia del patdgeno redujo la conductancia estomatica y
aumentd el potencial hidrico foliar de las vides inoculadas. Resultados similares obtuvieron
Ragazzi et al. (1999) al inocular Djplodia mutila en plantas de semillero de dos especies de

roble.

Segun diversos autores, la reduccion en el crecimiento es uno de los primeros
sintomas del estrés causado por un patdgeno (Schoch et al. 1989; Katerji et al. 1990). En
nuestro caso, el crecimiento en didametro soélo se vio reducido significativamente por el estrés
hidrico. Neofusicoccum parvum, sin embargo, solo redujo significativamente el crecimiento en

el periodo intermedio del ensayo, cuando se observd una reduccién global del diametro de las
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plantas en todos los grupos. Asi mismo, las contracciones maximas diarias del sarmiento se
hicieron mas patentes al inicio de la infeccidn y en respuesta tanto al estrés hidrico como al
patdgeno. Existen trabajos previos que demuestran, mediante sensores LDVT, las alteraciones
negativas causadas por el patégeno Diplodia corticola. En uno de estos estudios, Luque et al.
(1999) demostraron que D. corticola producia paralizacion del crecimiento y un aumento de las
contracciones maximas del tallo en plantas de alcornoque. En otro estudio similar, este
patdgeno causo lesiones en los vasos conductores del xilema de plantas de Cistus que alteraron
el flujo regular de agua, provocando una respuesta en la planta similar a la causada por la falta

de agua (Cohen et al. 1997).

Algunos estudios apoyan la teoria de que el estrés hidrico agrava los sintomas o de
que incluso aumentan la virulencia del patdgeno. Por ejemplo, en alcornoques infectados con
Biscogniauxia mediterranea (De Not.) Kuntze los sintomas generados por el hongo en plantas
estresadas se acentUan en relacion con las no estresadas hidricamente (Jacobs et al. 1993). En
nuestro caso, la interaccion estrés/patdgeno solo se observd en la contraccion maxima diaria
del sarmiento. Una posible explicacion es que en las vides inoculadas se viese reducida la
circulacion de agua a través de los tejidos afectados por el patégeno y, por tanto, tendrian
contracciones menores en relacion con las plantas no inoculadas. La explicacion viene apoyada

también por la reduccion observada en el potencial hidrico foliar de las plantas inoculadas.

Diversos autores afirman que el efecto patogénico de algunos hongos puede
aparecer cuando el vigor de la planta se reduce. Tal seria el caso de B. mediterranea que
mostraria su virulencia en plantas estresadas (normalmente por el estrés hidrico) (Ragazzi et al.
1989; Vannini et al. 1991). El estrés hidrico puede ser un factor de predisposicion mayor en
infecciones causadas por Botryosphaeria dothidea en pistachero (Ma et al. 2001). Otro ejemplo
es el caso de Djplodia pinea, que se mostrd mas agresiva cuando se inoculd en ejemplares de
Pinus resinosa Ait. sometidos a estrés hidrico (Blodgett et al. 1997a; Blodgett et al. 1997b).

Existen otros casos en los que el estrés hidrico provoca el efecto inverso sobre el desarrollo del
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patdgeno. Por ejemplo, un menor riego sobre plantas de alfalfa provocd que éstas estuvieran
menos afectadas por Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold que las control (Pennypacker et
al. 1991). Otro ensayo demostré que el hongo Phytophthora cinnamomi redujo su crecimiento
ante potenciales hidricos bajos en Quercus rubra L. (Marcais et al. 1993). En nuestro ensayo, el
estrés hidrico inducido no tuvo un efecto directo sobre el desarrollo de Neofusicoccum parvum
en las vides inoculadas y, en general, la interaccion patdgeno-estrés hidrico no agravo los

efectos de los factores.

Se ha confirmado que en la vid, el déficit hidrico moderado mejora la productividad
y la calidad de la cosecha, ya que evita la competencia por los metabolitos entre las estructuras
vegetativas y reproductivas (Dry y Loveys 1998). Sin embargo, la accién simultanea de una
infeccion patogénica y de un estrés abidtico podrian actuar sinérgicamente y reducir la
capacidad de respuesta de la planta ante estos factores adversos (Ayres 1991). Segln Houston
(1984), una de las medidas de control mas efectivas en enfermedades de decaimiento seria
prevenir las causas que provocan el estrés mas que combatir los organismos secundarios que
causan la mortalidad. En nuestro ensayo se ha demostrado que la infeccion fungica y el déficit
hidrico causan, de forma aislada, una alteracion importante en el huésped. Neofusicoccum
parvum causa lesiones importantes con o sin estrés hidrico, lo que demuestra que este hongo
no es un patdgeno de debilidad y que no necesita que la planta esté afectada por un factor
adverso para causar dafios. Sera necesario plantear nuevos estudios para averiguar si, en un

estadio mas avanzado de la infeccion, se producen efectos sinérgicos entre ambos factores.
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CONCLUSIONES GENERALES

- Yesca, eutipiosis y brazo muerto, las tres enfermedades de madera de la vid que
causan mayor impacto econdmico en el sector vitivinicola, estan presentes en Catalufia. En
particular, la enfermedad del brazo muerto es una patologia ampliamente distribuida en este

territorio.

- La concomitancia de sintomas internos de varias enfermedades sobre una misma
planta impide asociar de forma univoca un sintoma externo con determinados sintomas
internos. Sin embargo, si se puede asociar, de forma general, la aparicidon de un determinado

sintoma interno con la actividad de un hongo concreto.

- De forma mayoritaria, las punteaduras necréticas se asocian con el hongo
Phaeomoniella chlamydospora, la pudricion blanda con Fomitjporia mediterranea y la necrosis
sectorial con los hongos Dijplodia seriata y Eutypa lata. La necrosis central no se asocia a un
hongo concreto, pudiéndose aislar mayoritariamente de ella D seriata, E. /ata y

Pa. chlamydospora.

- Se han aislado e identificado seis especies de la familia Botryosphaeriaceae en los
vifledos muestreados; de mayor a menor abundancia: Di seriata, Neofusicoccum parvum,

Botryosphaeria dothidea, Dothiorella viticola, N. luteumy N. vitifusiforme.

- La técnica de la PCR cooperativa y el revelado colorimétrico con sonda de

hibridacion se aplicaron con éxito en la deteccion de un grupo de siete especies de

Botryosphaeriaceae procedentes de vid.
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Conclusiones generales

- Se confirma la capacidad de cinco especies de Botryosphaeriaceae para producir
toxinas en medio liquido artificial. Todas las especies formaron compuestos hidrofilicos de
elevado peso molecular y de caracter fitotoxico. Neofusicoccum parvum produjo toxinas de
naturaleza polisacarida, formadas principalmente por glucosa, manosa y galactosa. Las especies
Neofusicoccum Iluteum y N. parvum produjeron también fitotoxinas lipofilicas de bajo peso

molecular, no detectadas en el resto de especies.

- La caracterizacion patogénica de seis especies de Botryosphaeriaceae destaco la
gran virulencia de Neofusicoccum luteum y N. parvum. Botryosphaeria dothidea mostré una
virulencia media mientras que Dothiorella viticola 'y N. vitifusiforme fueron las especies menos
virulentas. La gran variabilidad intraespecifica mostrada por Djplodia seriata no dejo clara su

virulencia en vid.

- De los portainjertos de vid cominmente utilizados en Catalufia, Ru140 fue el menos
susceptible a las especies de Botryosphariaceae mientras que 41B fue el mas sensible a las dos
especies mas virulentas, Neofusicoccum luteum y N. parvum. Las seis variedades de uva
ensayadas mostraron una susceptibilidad muy similar, aunque Garnacha fue mas sensible a

N. Juteum 'y Macabeo a N. parvum.

- Algunas especies vegetales de lefiosas que comparten habitat con el cultivo de la
vid podrian actuar como huéspedes secundarios de Botryosphaeriaceae. Las mas sensibles a
distintas especies de Botryosphariaceae fueron el almendro, la encina, la jara, el melocotonero

y el nogal, mientras que el olivo, el pino y el romero fueron las menos susceptibles.

- El estrés hidrico y la inoculacion con Neofusicoccum parvum afectaron
negativamente a las relaciones hidricas y al crecimiento de las plantas de vid. Ambos factores
disminuyeron la conductancia estomatica y el potencial hidrico foliar, aunque la combinacion de

ellos no agravd de forma significativa las alteraciones observadas. El crecimiento en didmetro



Conclusiones generales

de las vides disminuyé significativamente sélo por efecto del estrés hidrico, sin que el patégeno

o la interaccion de ambos factores afectase a esta variable.
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ANEXO 1

Descripcion morfolégica de las especies de Botryosphaeriaceae

empleadas en los diferentes capitulos

Abreviaturas

d: dias.

diam: diametro.

DS: desviacion estandar de la media.

n: tamafio muestral.

OA (Oat Agar): agar con extracto de avena.

PDA (Potato Dextrose Agar): agar con extracto de patata.

Ratio L/A: relacion longitud/anchura.

Botryosphaeria dothidea (Moug.: Fr.) Ces. & De Not. Comm. Soc. Crittog. Ital.
1: 215. 1863.
= Sphaeria dothidea Moug.: Fr., Syst. Mycol. 2: 423. 1823.
= Botryosphaeria berengeriana De Not., Sferiac. It. 1863.

Anamorfo: Fusicoccum aesculiCorda in Sturm, Deutschland Flora 2: 111. 1829.

Las descripciones del teleomorfo y anamorfo corresponden a las notas incluidas en
Phillips, Phytopathologia Mediterranea 41: 8. 2002.

Ascoma inicialmente inmerso, aislado o en grupos, en complejos estromaticos
multiloculares. Loculos individuales de 180-250 ym de diam, pared fextura angularis gruesa y
oscura, tornandose mas palida y delgada hacia el interior, contenido blanco cuando esta seco y
con un ostiolo perifisado. Ascas bitunicadas, claviformes, estipitadas, de 84-176 X 16-24 um,
con 8 esporas por asca, irregularmente biseriadas. Ascésporas de elipsoides a claramente
fusoides, mas anchas hacia la mitad o en el tercio superior, hialinas, lisas, de pared delgada,
unicelulares, estrechandose en una base obtusa y en el apice, multigutuladas de (15-) 18,0—
25,5 (-28) X (6-) 7,5-12,0 (-14) pm. Pseudoparifisis hialinas, septadas, ramificadas, de 2-3,5

pm de ancho.

195



Anexo 1 Descripcion morfoldgica

Conidioma a menudo desarrollado en el mismo estroma que el ascoma, la mayoria
de las veces aislado aunque ocasionalmente agregado y confluente en un estroma Unico,
externamente negro y con pared textura angularis gruesa que se vuelve progresivamente mas
palida y delgada hacia las capas interiores. Conidiéforos hialinos, cilindricos, lisos, ramificados
en la base, con 0-1 septo, de dimensiones 14-24 X 2-3 um y que revisten completamente el
l6culo. Células conididgenas inicialmente holoblasticas, posteriormente enteroblasticas,
integradas, hialinas, lisas, cilindricas, produciendo uno o mas conidios apicales, proliferando a
menudo de forma percurrente dando lugar a conidios en niveles sucesivamente mas altos, en
células conididgenas anilladas o proliferando al mismo nivel, lo que genera engrosamientos
periclinales. Conidios hialinos, de pared delgada, lisos, de fusiformes a eliptico-fusiformes,
rectos, con vértice subobtuso, base truncada que presenta una pequefia parte de la pared de la
célula conidiégena adosada, de 19,5-27(-30) X 4,5-6 pm, (media = DS = 23,5 + 2,1 X 5,8 +
0,5 um; n = 50) y ratio L/A de 4,1.

Colonias en PDA inicialmente blancas, con abundante micelio aéreo que se vuelve
de gris a gris oscuro, gradualmente. La cara inferior de las colonias, primero blanca, vira tras 2-
3 d del verde oscuro al verde oliva en la zona central. Esta coloracion gradualmente se extiende
hacia el borde y se oscurece desde el centro hasta que toda la parte inferior de la colonia se
vuelve negra. Conidioma multilocular liberando los conidios tras 8 d a 25° C en OA. Conidios de
fusiformes a eliptico-fusiformes con un vértice subobtuso y una base truncada que presenta
una pequefia parte de la pared de la célula conididgena adosada, de (18-) 21-28,5 (-30) X
(3,5-) 44,5 (-6) uym, (media £ DS = 24,7 + 1,9 X 4,4 £ 0,4 pm; n = 50) y ratio L/A de 3,8—
6,3, (media £ DS = 5.3 * 0.6). Los conidios no se septan ni se oscurecen con la edad.

Raramente se observan microconidios.

Diplodia mutila Fr. in Montagne, Ann. Sci. Nat. II. 1: 302. 1834.

Basionimo: Sphaeria mutila Fries, Syst. Mycol. 2: 424-425. 1823.

= Sphaeropsis malorum (Berk.) Berk. Outlines British Fungology 316. 1860.

= Diplodia quercina West. Bull. Acad. Belg. II 2: 560, N° 7. 1857.

= Diplodia guercus Fuckel, Symb. Myc. 170. 1869.

= Diplodia samararum Sacc. Mycoth. Ven. Cent. 14, n. 1396. 1879.

Teleomorfo: "Botryosphaeria” stevensii Shoemaker, Can. J. Bot. 42: 1299. 1964.

= Physalospora mutila N. Stevens, Mycologia 28: 333. 1936, como Physalospora mutila (Fr.)

N.E. Stevens comb. nov.

Las descripciones del teleomorfo y anamorfo corresponden a las notas incluidas en
Alves et al. Micologia 96: 608. 2004.
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Ascoma unilocular, aislado o en grupos, inmerso, parcialmente emergente en la
madurez, globoso, de mas de 300 ym de diam, de marrén oscuro a negro, de pared gruesa,
pared compuesta por capas externas textura angularis marrdn oscuras y gruesas, y capas
internas textura angularis hialinas y delgadas. Ostiolo central, circular, papilado, perifisado.
Pseudoparéfisis hialinas, ramificadas, septadas, de 2-3 ym de diam. Ascas claviformes,
estipitadas, bitunicadas, de 100-160 X 14-22 pum (incluyendo el estipe), con 8 esporas
biseriadas por asca. Ascosporas de (24,8-) 30,8-32,1 (-36,2) X (9,5-) 11,2-11,7 (-13,4) um,
(media £ DS = 31,5 £ 2,3 X 11,4 £ 0,9 um; n = 50) y ratio L/A de 2,8 £ 0,3, fusiformes, mas
anchas hacia la mitad, ambos extremos obtusos, hialinas, de pared delgada, lisas, aseptadas,

raramente volviéndose marronosas o septadas (1-2 septos) con el tiempo.

Picnidios aislados o agregados, globosos, de marrdn oscuro a negro, inmersos,
uniloculados, de pared gruesa compuesta por capas externas textura angularis de pared gruesa
e internas de pared fina e hialinas. Ostiolo central y papilado. Conidiéforos hialinos, ramificados,
septados, lisos, cilindricos. Células conididgenas integradas o discretas, determinadas,
cilindricas, lisas, hialinas, de pared delgada, holoblasticas inicialmente, posteriormente con
proliferacion percurrente, determinada o indeterminada, con 1-2 anélidas no claras. Conidios
lisos, unicelulares, cilindricos, con extremos generalmente redondeados, algunos presentan una
gran gutula central, pared lisa, gruesa, que normalmente permanece hialina incluso después de
que los conidios se hayan liberado del picnidio, dimensiones de (19,5-) 20-27 (-29) X 10-14 (-
15) pm, (media £ DS = 23,1 + 2,7 X 11,9 £ 1,5 ym; n = 50). Ratio L/A en el rango de (1,5-)
1,9-2,1 (-2,3), (media £ DS = 1,96 £ 0,2).

Colonias en PDA de un marrén olivaceo oscuro, con micelio aéreo denso.
Conidioma en OA extenso, de 1-2 mm de diam, relativamente escaso en cada placa,
formandose sdlo en el centro de la colonia, después de 7 d a 23° C, y liberando los conidios
después de 21 d. Conidios cilindricos, de extremos generalmente redondeados, hialinos,
unicelulares, de pared lisa, de dimensiones (21,5-) 23-27 (-28,5) X (10,5-) 11-12 (-13) um,
(media £ DS = 25,5 £ 1,9 X 11,5 + 0,6). De ratio L/A en el rango de (1,8-) 2,1-2,4 (-2,6).
Conidios que permanecen normalmente hialinos y aseptados incluso después de ser liberados
del picnidio. Sin embargo, en algunos aislados, los conidios se tornan marrén oscuro y se

septan (1 septo) ya en el interior del picnidio.

Diplodia seriata De Not., Mirom. Ital. Dec. 1V, 6. 1842.
= Diplodia profusa De Not., Microm. Ital. Dec. 1V, 8. 1842.
= Diplodia pseudodiplodia Fuckel, Jb. Nassau. Ver. Naturk. 23-24: 393. 1870.
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Teleomorfo: "Botryosphaeria” obtusa (Schwein.) Shoemaker, Can. J. Bot. 42:1298. 1964.
Basionimo: Sphaeria obtusa Schwein.Trans. Amer. Phil. Soc. II, 4: 220. 1832.
= Physalospora obtusa (Schwein.) Cooke, Grevillea 20: 86. 1892.

Melanops guercum (Schwein.) Rehm. forma vitis Sacc. Sec. Shear, Science 31: 7481. 1910.

Physalospora cydoniae Arnaud, Sec. Hesler, Bull Cornell Univ. Agr. Exp. Sta. 379:101. 1916.

Physalospora malorum (Peck) Shear, Mycologia 17: 100. 1925.

- Sphaeropsis malorum Peck nom. illeg.

Las descripciones del teleomorfo corresponden a las notas incluidas en la pagina
web “The Botryosphaeria site’ del Dr. A.J.L. Phillips (Univ. Nova de Lisboa, Portugal). Las del

anamorfo corresponden a las notas incluidas en Phillips et al. Fungal Diversity 25: 149. 2007.

Ascoma marrén oscuro, inmerso, uniloculado, con pared textura angularis gruesa,
marron oscura que se vuelve mas delgada e hialina hacia las capas interiores. Ascas
claviformes, estipitadas, bitunicadas con endottnica gruesa. Ascésporas hialinas y aseptadas de
(23-)26—-34(-38) X 7-12(=13) pm.

Picnidios aislados o agregados, confluentes, inmersos en el hospedador,
parcialmente emergentes en la madurez, de marrén oscuro a negro, ostiolados, no papilados,
de pared gruesa, las capas externas marrdn oscuras, textura angularis, las internas también
textura angularis, aunque hialinas y de pared fina. Células conididgenas de dimensiones 3-5,5 x
7-10 (-15) um, hialinas, de pared delgada, lisas, cilindricas, discretas, produciendo un Unico
conidio en el extremo, indeterminadas, con proliferacion interna dando lugar a engrosamientos
periclinales o proliferacion percurrente formando 2-3 anélidas. Conidios de dimensiones (21,5-)
22-27 (-28) X (11-) 11,5-14,5 (-15,5) um, con limites del 95% de confianza de = 24,3-25,4 X
12-6-13,2 pm (media £ DS =249 + 1,9X 12,9 + 1,1 ym; n = 50). Ratio L/Ade 1,9 £ 0,1; n =
50. Conidios inicialmente hialinos, tornandose marrdon oscuro, de pared moderadamente gruesa
(0,5 um), con pared externamente lisa, rugosa en la cara interna, aseptados, ovoides, mas

anchos hacia la mitad, vértice obtuso, base truncada o redondeada.

Colonias en PDA marrdn grisaceo con micelio aéreo denso. Conidioma que
comienza a formarse en OA tras 4-5 d a 23° C, pequefio y numeroso, disperso por la superficie
del agar, de 0,2-1,0 mm de diam, con conidios que comienzan a liberarse tras 7-14 d en cultivo.
Conidios cilindricos, redondeados en ambos extremos, algunos truncados en la base, marron
oscuro cuando maduran, pared lisa en el exterior, finamente ornamentada en la cara interna,
de (13-) 22-26 X (9-) 10-13 (-15) pm, (media £ DS = 22,5 + 2,3 X 11,6 + 1,1; n = 30). Ratio
L/A en el rango de (1,43-) 1,6-2,1 (-2,3), (media £ DS = 1,9 £ 0,2). En un mismo picnidio

pueden verse tanto conidios hialinos como conidios de pared oscura.
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Dothiorella viticola A.J.L. Phillips & Luque, Mycologia 97: 1118. 2005.
Teleomorfo: "Botryosphaeria” viticola A.].L. Phillips & Luque, Mycologia 97: 1118. 2005.

Ascoma de marrdn oscuro a negro, estromatico, piriforme, aislado o en
agrupaciones de mas de 2 mm de diam, inicialmente inmerso en el huésped, parcialmente
emergente en la madurez, de mas de 240 pm de diam, de pared de mas de 60 um de grosor,
textura angularis, marron oscuro, con células hialinas de pared delgada en el interior. Ostiolo
circular, central y papilado. Pseudoparafisis de pared delgada, hialinas, frecuentemente
septadas y ligeramente estrechadas en el septo, con una anchura de 3,5-4,5 (-5.0) pm. Ascas
de 100-110 X 25-30 pm, estipitadas, claviformes de pared gruesa, bitunicadas, con una
endotlnica gruesa y una camara apical bien desarrollada, con 8 esporas irregularmente
biseriadas. Ascdsporas oblongas de subalargadas a ovadas, de (19-) 22,6-23,5 (-27) X (8,4-)
10,6-11,2 (-14.5) ym, (media £ DS = 23,1 £ 0,2 X 10,9 £ 0,1 ym; n = 62), la mayor parte con
1 septo, ligeramente estrechadas en el septo, marron oscuras, de pared moderadamente
gruesa, finamente rugosas en la superficie interior, a menudo de lados irregulares, mas anchas
desde el tercio inferior hasta la mitad de la célula apical, a menudo con un pequefio saliente

redondeado en el extremo y en la base de la espora, la célula basal acaba en una base obtusa.

Picnidios separados o agregados en conjuntos de mas de 2 mm de diam. Picnidios
individuales de esféricos a globosos, negros e inmersos aunque parcialmente emergentes en la
madurez, uniloculares, de 200-360 pm diam (media: 295 pm; n = 25), de pared ancha
compuesta de tres capas: la mas externa, marrdn oscura con textura angularis de pared
gruesa, la media, marron oscura con textura angularis de células de pared delgada y la interna,
de células hialinas de pared delgada. Ostiolo Unico, central, circular y papilado. Conidiéforos
hialinos, cilindricos y ramificados. Células conididgenas discretas o integradas, de cilindricas a
ampliamente lageniformes, de (5-) 8,6-9,8 (-14) X (3-) 4,44,9 (-7) um, hialinas, lisas,
holoblasticas, indeterminadas, proliferando al mismo nivel para formar engrosamientos
periclinales o proliferando raramente de forma percurrente dando lugar a 1-2 anélidas. Conidios
marrones, de oblongos a subcilindricos, septados, en ocasiones ligeramente estrechados en el
septo, de pared moderadamente gruesa, externamente lisos y finamente rugosos en el interior,
extremos redondeados y, a menudo, con la base truncada, de (16-) 20,2-20,6 (-26) X (7-)
9,2-9,4 (-12) pm (media £ DS = 20,4 £ 0,1 X 9,3 £ 0,1 mm; n = 200) y ratio L/A de 2,2 %
0,02 (n = 200).

Colonias en PDA que alcanzan 40 mm de radio tras 3 d a 25° C. Micelio aéreo
abundante, con colonias algodonosas, de oscuro verde oliva a gris, oscureciéndose por el
centro de la colonia a los 3 d; colonia completamente oscurecida tras 6-10 d. Picnidios

producidos tras 20-30 d en cultivo a 23° C con luz negra UV (12/12 horas de fotoperiodo).
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Rango de temperaturas para su crecimiento: minimo 52 C, éptimo 20-25° C, maximo por
debajo de los 35° C.

Neofusicoccum Jluteum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, Stud. Mycol.
55: 248. 2006.
Basionimo: Fusicoccum luteum Pennycook & Samuels, Mycotaxon 24: 456. 1985.

Teleomorfo: "Botryosphaeria” lutea A.J.L. Phillips, Sydowia 54: 77. 2001.

Teleomorfo indiferenciable de B. dothidea. Ascoma inicialmente inmerso,
posteriormente emergente a través de los tejidos del hospedador, negro, de menos de 0,5 mm
de diam, uni- o multilocular, con léculos de esféricos a ovoides, de 150-200 ym de diam.
Pseudotecios y conidioma a menudo formados en el mismo estroma. Pseudotecios de cuello
corto, abriéndose a través de un ostiolo no perifisado, pared compuesta por 8-12 capas, de
marron oscuro a negras, células de pared gruesa formando un pseudoparénquima fextura
angularis, de mas de 60 um de grosor, con 3-4 capas de pared delgada, células hialinas
revistiendo la cavidad. Ascas bitunicadas, de cilindricas a claviformes, estipitadas, de 84-176 X
16-24 pym, de 8 esporas, asociadas con pseudopardfisis filamentosas. Ascosporas
irregularmente biseriadas, hialinas, gutuladas, lisas, aseptadas, de ovales a claramente
fusiformes, mas anchas hacia la mitad o tercio superior de la ascospora, estrechandose en la
base obtusa y en el apice, 18-22,5 (-24) X 7,5-12 um. Pseudoparafisis hialinas, septadas,
ramificadas, 2-3,5 pm de ancho. Similar a B. dothidea aunque difiere en los caracteres
anamorficos formados en cultivo, de los cuales, la formacion de un pigmento amarillo es el mas

caracteristico.

Conidioma euestromatico, aislado o agrupado, de marrén oscuro a negro, uni- o
multilocular inmerso en el hospedador, subperidermal. Loculos de mas de 150 um de diam, de
paredes textura angularis marron oscuro, que disminuyen en tamafio y con la pared mas
delgada e hialina hacia la region conidiégena. Ostiolos papilados y circulares. Conididforos
hialinos, lisos, de pared delgada, raramente ramificados en la base, cilindricos, formados por
células de la pared interna del loculo, de 8-19 X 3—4 um. Células conididgenas discretas,
integradas, hialinas, lisas, cilindricas, formando un primer conidio holoblastico y los siguientes
enteroblasticos, proliferando de forma percurrente con 2-3 proliferaciones no claras, o bien,
determinadas, con fidlides tipicas y engrosamientos periclinales (sensu Sutton 1980, T7he
Coelomycetes), de (6-) 8-16 (-18) X (2,5-) 3-4 (—4,5) pm. Conidios hialinos, de pared
delgada, aseptados, lisos, fusiformes, mas anchos en la parte central o en el tercio superior del
conidio, apice subobtuso, base truncada, a menudo con una pequefia parte de pared de la

célula conididgena residual y con un rango de tamano de (12-) 16,5-22,5 (-24) X 4,56 (-7,5)
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um, (media £ DS = 17,5 £ 2,2 X 5,9 £ 0,7 ym; n = 115), ratio L/A de (1,8-) 2,0-3,0 (-4,0),
(media £ DS = 2,8 £ 0,5; n = 115).

Colonias en PDA inicialmente palidas, que con la edad se van oscureciendo
gradualmente y, en Gltimo término, viran del gris al gris oscuro. Una caracteristica distintiva es
la produccién de un pigmento amarillo que difunde por el medio mas alla del limite de
crecimiento de la colonia. El color mas intenso se alcanza tras 3 d a 25° C, posteriormente, se
vuelve violaceo y pasados 6-7 d, el color amarillo deja de apreciarse. Finalmente, el color
violaceo se oscurece y queda enmascarado por el denso crecimiento del micelio. Pigmento
amarillo también formado en otros medios de cultivo pero suele ser menos intenso que en PDA.
En OA, conidioma unilocular, con produccion de conidios tras 5-7 d a 23° C. Conidios hialinos,
de pared delgada, aseptados, de fusiformes a eliptico-fusiformes, con un vértice subobtuso y
una base truncada o redondeada normalmente con una pequefia parte de la célula conididgena
enganchada, de (15-) 18-22,5 (-24) X 4,5-6 (-7,5) ym, (media £+ DS =19,7 + 1,8 X 5,6 £ 0,6
Mm; n = 242) y ratio L/A de (2.4-)3.4-3.9(-5.3), (media £ DS = 3,6 = 0,5; n = 242).
Microconidios formados por algunos aislados, de alargados a reniformes y de extremos

truncados o redondeados, de 3-5 X 1-2 uym.

Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, Stud. Mycol.
55: 248. 2006.
Basionimo: Fusicoccum parvum Pennycook & Samuels, Mycotaxon 24: 455. 1985.

Teleomorfo: "Botryosphaeria” parva Pennycook & Samuels, Mycotaxon 24: 455. 1985.

Las descripciones del teleomorfo y anamorfo corresponden a las notas incluidas en
Phillips, Phytopathologia Mediterranea 41: 9. 2002.

Ascoma morfoldgicamente indiferenciable del de B. dothidea, inicialmente inmerso,
aislado o en grupos, en complejos estromaticos multiloculares, emergiendo hacia la epidermis
por un ostiolo bien desarrollado. Léculos individuales de 180-250 ym de diam, pared fextura
angularis gruesa y oscura, tornandose mas palida y delgada hacia el interior, contenido blanco
cuando esta seco y abriéndose a través de un ostiolo perifisado. Ascas similares a las de
B. dothidea, de 75-145 X 17-20 uym, bitunicadas, claviformes, estipitadas, con 8 esporas por
asca, irregularmente biseriadas. Ascoporas generalmente de elipsoides a fusiformes, mas
anchas desde la mitad al tercio superior, de (15-) 18-27 (-29,5) X (6-) 8-11 pm, hialinas,
lisas, de pared delgada, biseriadas. Pseudoparéfisis hialinas, septadas, ramificadas, de 2-3,5 pm

de ancho.
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Anexo 1 Descripcion morfoldgica

Conidioma externamente indiferenciable del ascoma, uni- o multilocular, aislado o
formado en el mismo estroma que el ascoma, globoso a piriforme y con una papila pequena, y
ostiolo no perifisado. Conidioforos hialinos, lisos, de pared delgada, raramente ramificados en la
base, cilindricos, formados por células de la pared interna del l6culo, de 8—-19 X 3—4 um. Células
conididgenas discretas, integradas, hialinas, lisas, cilindricas, formando un primer conidio
holoblastico y los siguientes enteroblasticos, proliferando de forma percurrente con 2-3
proliferaciones no claras, o bien, determinadas, con fidlides tipicas y engrosamientos
periclinales (sensu Sutton 1980, 7he Coelomycetes). Conidios elipticos con vértices subobtusos
y base truncada, lisos, de pared delgada, hialinos, unicelulares, de (13,5-) 15-22,5 (-28,5) X
4-7,5 pym (media £ DS = 18,9 X 5,5 um; n = 300) y ratio L/A de 2,4-4,5 (media = 3,5).

Conidioma en OA multilocular, no papilado. Produccion de conidios tras 13-15 d de
incubacién a 23° C. Conidios, en cultivo, hialinos, gutulados, de pared delgada, no septados,
lisos, de fusiformes a elipticos, con un apéndice subobtuso y con la base truncada o
redondeada, a menudo con un pequefio fragmento de la célula conidiégena adosado. Conidios
mas anchos hacia la mitad o en el tercio superior, de (12-) 15-20 (-24) X (4-) 4,5-6 (-7,5)
pm, (media £ DS = 17,2 £+ 1,6 X 5,6 £ 0,6 pm; n = 320) y ratio L/A de (1.8-) 2,54 (-5),
(media £ DS = 3,2 + 0,4, n = 320). Conidios maduros volviéndose olivaceos o marron claro
con la edad y, en ocasiones, desarrollando un septo antes de germinar. Microconidios presentes

en algunos aislados, hialinos, lisos, alargados y truncados en los extremos, de 3-5 X 1-1,5 um.

Neofusicoccum vitifusiforme (Niekerk & Crous) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, Stud. Mycol.
55: 248. 2006.
Basionimo: Fusicoccum vitifusiforme Niekerk & Crous, Mycologia 96: 793. 2004.

Teleomorfo: desconocido.

Picnidios solitarios, estromaticos, de globosos a obpiriformes, de mas de 450 pum
de diam, con pared de 6-15 células de grosor, textura angularis, de color marrén que se vuelve
hialina hacia la region interna. Conididforos de 0-1 septo, hialinos, subcilindricos, de 10-45 X
2,5-5 um. Células conidiégenas holoblasticas, hialinas, subcilindricas, de 10-30 X 2,5-3,5 um,
con proliferacion percurrente de numerosas proliferaciones o proliferacion al mismo nivel con
diminutos engrosamientos periclinales. Conidios hialinos, granulares, de fusiformes a elipticos,
mas anchos en el tercio superior, con un vértice obtuso y aplastado, base truncada.
Dimensiones /in vitro de (18-) 19-21 (-22) X (4,5-) 5,5-6,5 (-8) um y ratio L/A de 3,3.
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Anexo 1 Descripcion morfoldgica

Colonias en PDA de margenes planos y lisos, blanca en superficie y verdosa-
olivacea en la parte inferior, llegando a los 31 mm de radio tras 3 d a 25° C. Rango de

temperaturas para su crecimiento: minimo 102 C, maximo 35° C, optimo 30° C.
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ANEXO 2

Tabla de las especies citadas en los diferentes capitulos

. Origen geografico Estudio morfoldgico Estudio Sonda de hibridacion
Aislado Pruebas de
Teleomorfo Anamorfo (n coleccién)® ] Estr. ] molecular e atogenicidad ®
Localidad reproductoras  Colonias y filogenético  Disefio Testado  Patog
"Botryosphaeria” australis ~ Neofusicoccum australe JL622 Constanti, Tarragona - - + + + -
"B”. australis N. australe CMW6837 Australia - - + - - -
"B”. australis N. australe CMW15951 Australia - - + - - -
"B”. australis N. australe CMW15954 Australia - - + - - -
"B”. australis N. australe UCD1314So California, EE.UU. - - - + - -
"B”. australis N. australe STE-U 4418 Sudafrica - - - + - -
"B”. australis N. australe UCD1314So California, EE.UU. - - - + - -
"B”. australis N. australe VPRI 40503 Australia - - - + - -
"Botryosphaeria” corticola  Diplodia corticola JL240 Jerez de los Caballeros, - - - - + -
Badajoz
"B”. corticola Di. corticola CBS112547 Montoro, Cérdoba - - + - - -
"B”., corticola Di. corticola CBS112549 Aveiro, Portugal - - + - -
Botryospheria dothidea Fusicoccum aesculi JL353 Caldes de Montbui, + + + + - 1, 2,3
(CBS121484) Barcelona
B. dothidea F. aesculi JL380 Montemor-o0-Novo, + + + - - -
Portugal
B. dothidea F. aesculi JL607 Vilamaniscle, Gerona - - - - + -
B. dothidea F. aesculi BOT 2-2 Desconocido - - - + - -
B. dothidea F. aesculi BOT 8-4 Desconocido - - - + - _
B. dothidea F. aesculi BOT 10-2 Desconocido - - - + - -
B. dothidea F. aesculi BOT 12-3 Desconocido - - - + - -
B. dothidea F. aesculi CAP022 Portugal - - - + - -
B. dothidea F. aesculi CAP025 Portugal - - - + - _
B. dothidea F. aesculi CAPO67 Portugal - - - + - -
B. dothidea F. aesculi CAPO71 Portugal - - - + - -
B. dothidea F. aesculi CBS118831 Sudafrica - - - + - -
B. dothidea F. aesculi CMW8000 Suiza - - + - - -
B. dothidea F. aesculi CMW9075 Nueva Zelanda - - + - - -
B. dothidea F. aesculi K3 93.03 Columbia, EE.UU. - - - + - -
B. dothidea F. aesculi KJ 93.09 Columbia, EE.UU. - - - + - -
B. dothidea F. aesculi KJ 93.23 Desconocido - - - + - -
B. dothidea F. aesculi KJ 93.42 Desconocido - - - + - _
B. dothidea F. aesculi KJ 93.54 Nueva Zelanda - - - + - -



Origen geografico Estudio morfoldgico Estudio Sonda de hibridacion

Aislado Pruebas de
Teleomorfo Anamorfo \a molecular y b
(n® coleccion) Localidad reprolfjsﬁrc.toras Colonias  filogenético ~ Disefio Testado ~ Patogenicidad
B. dothidea F. aesculi P1497 California, EE.UU. - - - + - -
B. dothidea F. aesculi PI565 California, EE.UU. - - - + - -
B. dothidea F. aesculi PIL22 California, EE.UU. - - - + - -
B. dothidea F. aesculi RR79 Espafia - - - + - -
B. dothidea F. aesculi SAS17 California, EE.UU. - - - + - _
B. dothidea F. aesculi UCD303Spa Espafia - - - + - -
B. dothidea F. aesculi V53.2 California, EE.UU. - - - + - -
"Botryosphaeria” iberica Diplodia iberica JL209 Monzon, Huesca - - - - + -
"B”. iberica Di. iberica JL599 Constanti, Tarragona - - + - - -
"B”. iberica Di, iberica CBS115035 Monzén, Huesca - - + - - -
"B”. iberica Di. iberica CBS121001 California, EE.UU. - - + - - -
"B”. jberica Di. iberica CBS121002 California, EE.UU. - - + - - -
"Botryosphaeria” lutea Neofusicoccum luteum JL381 Sintra, Portugal + + - - - -
"B”. lutea N. luteum JL519 Gandesa, Tarragona - - + + + 1,2,3
(CBS121482)
"B”. lutea N. luteum STE-U 3088 Australia - - - + - -
"B’ lutea N. luteum STE-U 4393 Sudafrica - - - + - R
"B”. lutea N. luteum STE-U 4403 Australia - - - + - -
"B”. lutea N. luteun STE-U 4592 Portugal - - - + - -
"B”. lutea N. luteum UCD2090Te California, EE.UU. - - - + - -
"Botryosphaeria” obtusa Diplodia seriata JL351 Caldes de Montbui, + + - - - -
Barcelona
"B”. obtusa Di, seriata JL379 La Bisbal del Penedes, - - + + - -
Tarragona
"B’. obtusa Di, seriata JL395 L'Arbog del Penedes, - - - - + -
Tarragona
"B”. obtusa Di. seriata JL398 Pacs del Penedés, + + + + + 1, 2,3
(CBS121485) Barcelona
"B”. obtusa Di. seriata JL414 La Granada, Barcelona - - + - -
"B”. obtusa Di. seriata jL421 Capganes, Tarragona + + + - - 1
"B”. obtusa Di, seriata JL426 La Vilella Baixa, Tarragona + + - - - -
"B”. obtusa Di. seriata 471 Vilalba dels Arcs, + + - - - -
Tarragona
"B”. obtusa Di. seriata JL482 Gandesa, Tarragona + + - - - -
"B”. obtusa Di, seriata CBS119049 Italia - - + - - -
"B”. obtusa Di. seriata CMW7774 Nueva York, EE.UU. - - + - - -
"B”. obtusa Di. serfata CMW8232 Sudafrica - - - + - -
"B”. obtusa Di. seriata 1-29 La Granada, Barcelona - - - - - 1
"B”. obtusa Di, seriata 1-50 Masquefa, Barcelona - - - - - 1
"B”. obtusa Di. serfata STE-U 4440 Sudafrica - - - + - -

"B”. obtusa Di. seriata STE-U 4587 Francia - - - + -



Aislado Origen geografico Estudio morfolégico Estudio Sonda de hibridacién Pruebas de
Teleomorfo Anamorfo (n° coleccion)? ] Estr. ] molecu!a_r y . patogenicidad ®
Localidad reproductoras Colonias  filogenético Disefio Testado
"B”. obtusa Di. serfata STE-U 5034 Sudafrica - - - + - N
"B”. obtusa Di. seriata Thvi-5 California, EE.UU. - - - + - -
"B”. obtusa Di. seriata UCD666Na California, EE.UU. - - - + - -
"B”. obtusa Di, serfata WAC11342 Australia - - - + - -
"B”. obtusa D, seriata 5-17-31E X2 California, EE.UU. - - - + - -
"Botryosphaeria” parva Neofusicoccum parvum JL347 Cabrils, Barcelona - - - + - -
"B”. parva N. parvum JL352 Caldes de Montbui, + + - - - -
Barcelona
"B”. parva N. parvum JL382 Palmela, Portugal + + + - - -
"B”. parva N. parvum JL387 La Bisbal del Penedes, - - - - - 1
Tarragona
"B”. parva N. parvum JL396 L'’Arbog del Penedes, - - + - + 1,2,3
(CBS121486) Tarragona
"B”. parva N. parvum JL434 Sant Lloreng d’'Hortons, - - - - - 1
Barcelona
"B”. parva N. parvum JL444 Piera, Barcelona - - - - - 1
"B”. parva N. parvum JL499 Vilafranca del Penedés, - - - - + -
Barcelona
"B”. parva N. parvum JL504 (FG24C) Desconocido - - - + - -
"B”. parva N. parvum JL505 (FG47V) Desconocido - - - + - -
"B”. parva N. parvum ATCC58189 Nueva Zelanda - - + - - -
"B”. parva N. parvum CMW6967 Desconocido - - - + - -
"B”. parva N. parvum CMW9077 Nueva Zelanda - - + - - -
"B”. parva N. parvum CMW9952 Desconocido - - - + - -
"B”. parva N. parvum CMW14029 Desconocido - - - + - -
"B”. parva N. parvum CMW15950 Australia - - + - - -
"B”. parva N. parvum I Desconocido - - - + - -
"B”. parva N. parvum UCD642So California, EE.UU. - - - + - -
"B”, parva N. parvum 96-29 Nueva Zelanda - - - + - -
"Botryosphaeria” rhodina  Laslodlplodia theobromae  JL580 Reus, Tarragona - - + + - -
"B”. rhodina L. theobromae JL664 Fontanares, Valencia - - + + + -
"B”. rhodina L. theobromae CM25 Brasil - - - + - -
"B”. rhodina L. theobromae CM55 Brasil - - - + - -
"B”. rhodina L. theobromae CMW10130 Uganda - - + - - -
"B”. rhodina L. theobromae GL3-8B California, EE.UU. - - - + - -
"B”. rhodina L. theobromae uCD1814Md California, EE.UU. - - - + - -
"B”. rhodina L. theobromae UCD202Co California, EE.UU. - - - + - -
"B”. rhodina L. theobromae WAC10711 Australia - - - + - -
"B”. rhodina L. theobromae WAC11080 Australia - - - + - -
"B”. rhodina L. theobromae 7596-112 Sudafrica - - - + - -
"B”. rhodina L. theobromae 7596-172 Sri Lanka - - - + - -



Al Origen geografico Estudio morfolégico Estudio Sonda de hibridacion
islado Pruebas de
Teleomorfo Anamorfo (n® coleccién)? . Estr. . molecu!a.r y — patogenicidad ®
Localidad reproductoras Colonias  filogenético Disefio Testado
"Botryosphaeria” Diplodia sarmentorum CBS115038 Holanda - - - - + -
sarmentorum
"Botryosphaeria” stevensii  Diplodia mutila JL368 Montemor-o-Novo, + - + - -
Portugal
"B”. stevensii Di. mutila JL589 Lapuebla de Labarca, - + - - -
Alava
"B”. stevensif Di. mutila CBS431 Paises Bajos - + - - -
"B”. stevensif Di. mutila CBS112553 Portugal - + - - -
"B”. stevensii Di. mutila CBS112554 Portugal - + + - -
"B”. stevensii Di, mutila CMW7781 Desconocido - - + - -
"B”. stevensif Di. mutila F99-1 Vaucluse, Francia - + - + -
"B”. stevensif Di. mutila K3 93.35 Espafia - - + - -
"B”. stevensii Di, mutila UCD1965SB California, EE.UU. - - + - -
"B”. stevensii Di, mutila WAC11082 Australia - - + - -
"Botryosphaeria” viticola Dothiorella viticola JL412 Vimbodi, Tarragona + + + - 1,2
(CBS117006)
"B”. viticola Do. viticola JL527 Sant Sadurni de Anoia, + - - - -
Barcelona
"B”. viticola Do. viticola JL570 Bot, Tarragona - - - - -
"B”. viticola Do. viticola JL571 Vimbodi, Tarragona - + + + -
(CBS117009)
"B”. viticola Do. vitficola JL659 California, EE.UU. - + - - -
(CBS121000)
"B”. viticola Do. viticola JL660 California, EE.UU. - + - - -
(CBS120999)
- Neofusicoccum CBS112878 Sudafrica - - + - -
viticlavatum
- Neofusicoccum JL563 Gandesa, Tarragona + + + + 1,2
vitifusiforme (CBS121481)
- N. vitifusiforme CBS110887 Sudafrica - - + - -
Cryptosporella viticola Phomoapsis viticola JL627 Peralada, Gerona - - - + -
Cryptovalsa ampelina - JL424 Capganes, Tarragona - - + + -
(CBS117485)
Eutypa lata Libertilla blepharis JL399 Pacs del Penedes, - - - + -
Barcelona
E. lata L. blepharis CBS 289.87 Francia - - + - -
E. lata L. blepharis D-Ap-100 California, EE.UU. - - + - -
E. lata L. blepharis E43M Espaiia - - + - -
E. lata L. blepharis PA2 EE.UU. - - + - -
E. lata L. blepharis PA4 EE.UU. - - + - -
E. lata L. blepharis UCDE?7 California, EE.UU. - - + - -
E. lata L. blepharis UCDE30 California, EE.UU. - - + - -



Aislad Origen geografico Estudio morfoldgico Estudio Sonda de hibridacion Pruebas d
Teleomorfo Anamorfo Islado R molecular y ruebas de b
(n° coleccion) Locali Estr. . . - patogenicidad
ocalidad Colonias  filogenético Diseno Testado
reproductoras
E. lata L. blepharis UCDE456 California, EE.UU. - - - + - -
E. lata L. blepharis wb457 Desconocido - - - + - _
Fomitiporia mediterranea - JL528 El Montmell, Tarragona - - - - + -
F. mediterranea - EK1 Grecia - - - + - -
F. mediterranea - EK2 Grecia - - - + - -
F. mediterranea - FM-Ag Italia - - - + - _
F. mediterranea - FMCE Italia - - - + - -
F. mediterranea - FM-G5 Italia - - - + - -
F. mediiterranea - FM-LgtA.P. Italia - - - + - -
F. mediterranea - FM-TdQ1 Italia - - - + - _
F. mediterranea - FPV2 Desconocido - - - + - -
F. mediterranea - GP1 Eslovenia - - - + - -
F. mediterranea - HR3.1 Desconocido - - - + - -
F. mediterranea - M1 Desconocido - - - + - -
F. mediterranea - LM1 Italia - - - + - -
F. mediterranea - LR79 Desconocido - - - + - -
F. mediterranea - PC1 Desconocido - - - + - -
F. mediterranea - TW7.98a Italia - - - + - -
F. mediterranea - TW?7.98b Italia - - - + - -
F. mediterranea - 45/23.3 Alemania - - - + - -
F. mediterranea - 97.A4 Desconocido - - - + - -
F. mediterranea - 216.03 Desconocido - - - + - -
F. mediterranea - 217.03 Desconocido - - - + - -
F. mediterranea - 235.03 Desconocido - - - + - -
F. mediterranea - 238.03 Desconocido - - - + - -
F. mediterranea - 243.03 Desconocido - - - + - -
F. mediterranea - 940417.3 Desconocido - - - + - -
Hypocreales sp. - CMW7063 Desconocido - - + - - -
Nectria sp. Cylindrocarpon sp. JL377 Vilafranca del Penedés, - - - - + -
Barcelona
Rosellinia necatrix Dermatophora necatrix JL425 L'Arbog del Penedes, - - - - + -
Tarragona
Stereum hirsutum - JL533 Albinyana, Tarragona - - - - -
Togninia minima Phaeoa_cremon/Um 11392 La Bisbal del Penedés, ) ) ) _ .
aleophiflum Tarragona
7. minima Pm. aleophillum JL397 L'’Arbog del Penedes, - - - + - -
Tarragona
7. minima Pm. aleophillum CBS246.91 Yugoslavia - - - + - -
- Pm. angustius RR418 Desconocido - - - + - R
(CBS114992)
- Pm. angustius CBS 249.95 California, EE.UU. - - - + - _




Origen geografico

Estudio morfoldgico

Estudio

Sonda de hibridacion

Teleomorfo Anamorfo o Aisllad(_), R Estr molecular y Izruebgs_éje 4o
(n© coleccion) Localidad repro duc.toras Colonias  filogenético Disefio Testado patogenicida

- Pm. inflatipes RR408 Desconocido - - - + - -
(CBS166.75)

- Pm. viticola RR415 Desconocido - - - + - N
(CBS13065)

- Pm. viticola CBS101738 Francia - - - + - -

- Pm. mortoniae RR414 Desconocido - - - + - -
(CBS211.97)

- Pm. scolity RR411 Desconocido - - - + - -
(CBS113593)

- Pm. venezuelense RR410 Desconocido - - - + - R
(CBS651.85)

- Pm. krajdenii RR409 Desconocido - - - + - R
(CBS109479)

- Pm. parasiticum RR370 Desconocido - - - + B -
(CBS860.73)

- Phaeomoniella JL391 La Bisbal del Penedes, - - - + - -

chlamydospora Tarragona
- Pa. chlamydospora JL405 Castellvi de la Marca, - - - + + -
Barcelona

- Pa. chlamydospora JL437 Capganes, Tarragona - - - + - -

- Pa. chlamydospora CBS 161.90 Sudafrica - - - + - -

- Pa. chlamydospora CBS 229.95 Italia - - - + - -

- Pa. chlamydospora CBS239.74 California, EE.UU. - - - + - -

2 Principales colecciones:

CAP (Alan Phillips, Univ. Nova de Lisboa, Portugal). CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures, Paises Bajos). CMW (Michael J. Wingfield, Universidad
de Pretoria, Sudafrica). JL (Jordi Luque, IRTA Cabrils, Barcelona). RR (Rosa Raposo, INIA, Madrid). UCD (Universidad de California Davis).

El resto de aislados proceden de colecciones no conocidas cuyos datos se han extraido de GenBank.

® pruebas de patogenicidad:

1: aislados correspondientes al capitulo 4. 2: aislados correspondientes al capitulo 5. 3: aislados correspondientes al capitulo 6.



ANEXO 3

Tabla de los codigos de referencia de GenBank para las especies

empleadas en el capitulo 2

Aislado (n° de

Teleomorfo Anamorfo . ya ITS EF1-a B-tubulina
coleccion)

"Botryosphaeria” australis ~ Neofusicoccum australe CMW6837 AY339262 AY339270 AY339254
"B." australis N, australe CMW15951 DQ093201 DQ093225 DQ093212
"B." australis N. australe CMW15954 DQ093200 DQ093222  DQ093209
"B." australis N. australe STE-U 4418 AY343387

"B." australis N. australe UCD1314So DQ008323

"B." australis N. australe VPRI 40503 EF173908

"Botryosphaeria” corticola  Diplodia corticola CBS112547 AY259110 DQ458872  DQ458854
"B." corticola Di, corticola CBS112549 AY259100 AY573227 DQ458853
Botryosphaeria dothidea Fusicoccum aesculi BOT 10-2 AF196296

B. dothidea F. aesculi BOT 12-3 AF196298

B. dothidea F. aesculi BOT 2-2 AF196299

B. dothidea F. aesculi BOT 8-4 AF196294

B. dothidea F. aesculi CAPQ22 AF286259

B. dothidea F. aesculi CAP025 AF286260

B. dothidea F. aesculi CAP067 AF286268

B. dothidea F. aesculi CAPQ71 AF286269

B. dothidea F. aesculi CBS118831 DQ316084

B. dothidea F. aesculi CMW8000 AY236949 AY236898 AY236927
B. dothidea F. aesculi CMW9075 AY236950 AY236899 AY236928
B. dothidea F. aesculi KJ 93.03 AF027742

B. dothidea F. aesculi K3 93.09 AF027752

B. dothidea F. aesculi K3 93.23 AF027751

B. dothidea F. aesculi KJ 93.42 AF027741

B. dothidea F. aesculi KJ 93.54 AF027750

B. dothidea F. aesculi P1497 AF452704

B. dothidea F. aesculi PI565 AF452705

B. dothidea F. aesculi PIL22 AF464948

B. dothidea F. aesculi SAS17 AF464951

B. dothidea F. aesculi UCD303Spa DQ356353

B. dothidea F. aesculi V53.2 AY662403

"Botryosphaeria” iberica Diplodia iberica JL209 (CBS115035) AY 573213 AY 573228

"B." iberica Di, iberica CBS121001 EF202008 EF202022 EF202015
"B." iberica Di, iberica CBS121002 EF202009 EF202023 EF202016
"Botryosphaeria” lutea Neofusicoccum luteum STE-U 3088 AF452555

"B." lutea N. luteum STE-U 4393 AF452548

"B." lutea N. luteum STE-U 4403 AF452553

"B." lutea N. luteum STE-U 4592 AY343416

"B." lutea N. luteum UCD2090Te DQ233606

"Botryosphaeria” obtusa Diplodia seriata CBS119049 DQ458889 DQ458874 DQ458857
"B." obtusa Di, seriata CMW7774 AY236953 AY236902 AY236931
"B." obtusa Di. seriata CMW8232 AY972105

"B." obtusa Di. seriata STE-U 4440 AY343420

"B." obtusa Di. seriata STE-U 4587 AY343441

"B." obtusa Di. seriata STE-U 5034 AY343445

"B." obtusa Di. seriata Thv1l-5 AY662396

"B." obtusa Di. seriata UCD645So0 DQ008319

"B." obtusa Di. seriata UCD666Na DQ008320

"B." obtusa Di. seriata WAC11342 AY727839
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Aislado (n® de

Teleomorfo Anamorfo L. a ITS EF1-a B-tubulina
coleccion)

"B." obtusa Di. seriata 5-17-31E X2 AY662401

"Botryosphaeria” parva Neofusfcoccum parvum ATCC58189 AF243395 AY573221

"B." parva N. parvum CMW6967 AY194473

"B." parva N. parvum CMW9077 AY236939 AY236884 AY236913
"B." parva N. parvum CMW9952 AY194471

"B." parva N. parvum CMW14029 DQ316078

"B." parva N. parvum CMW15950 DQ093193 DQ093202  DQ093213
"B." parva N. parvum I DQ499154

"B." parva N. parvum STE-U 4589 AY343472

"B." parva N. parvum UCD642So DQ008328

"B." parva N. parvum 96-29 AF243395

"Botryosphaeria” rhodina  Laslodiplodia theobromae CM25 AY745998

"B." rhodina L. theobromae CM55 AY754002

"B." rhodina L. theobromae CMW10130 AY236951 AY236900 AY236929
"B." rhodina L. theobromae GL3-8B AY662402

"B." rhodina L. theobromae uCD1814Md DQ233596

"B." rhodina L. theobromae UCD202Co DQ008309

"B." rhodina L. theobromae WAC10711 AY727852

"B." rhodina L. theobromae WAC11080 AY727846

"B." rhodina L. theobromae 96-112 AF243401

"B." rhodina L. theobromae 96-172 AF243400

"Botryosphaeria” stevensii  Diplodia mutila CBS431 AY236955 AY236904 AY236933
"B." stevensii Di, mutila CBS112553 AY 259093 AY 573219  DQ458850
"B." stevensii Di, mutila CBS112554 AY259095 DQ458870  DQ458851
"B." stevensii Di, mutila CMW7781 AY972107

"B." stevensii Di, mutila K3 93.35 AF027754

"B." stevensif Di. mutila UCD1965SB DQ233599

"B." stevensif Di, mutila WAC11082 AY727838

"Botryosphaeria"” viticola Dothiorella viticola JL412 (CBS117006) AY905555 AY905562

"B." viticola Do. viticola JL571 (CBS117009) AY905554 AY905559

"B." viticola Do. viticola JL659 (CBS121000) EF202013 EF202024 EF202017
"B." viticola Do. viticola JL660 (CBS120999) EF202010 EF202027 EF202020
- Neofusicoccum viticlavatum CBS112878 AY343381

- Neofusicoccum vitifusiforme CBS110887 AY343383

Eutypa lata Libertella blepharis CBS 289.87 DQ006928

E. lata L. blepharis D-Ap-100 AY684228

E. lata L. blepharis E43M AJ302452

E. lata L. blepharis PA2 AY462562

E. lata L. blepharis PA4 AY462563

E. lata L. blepharis UCDE30 DQ006934

E. lata L. blepharis UCDE456 DQ006932

E. lata L. blepharis UCDE7 DQ006944

E. lata L. blepharis wb457 AF455427

Fomitiporia mediterranea - EK1 AY340021

F. mediiterranea - EK2 AY340025

F. mediterranea - FM-Ag AY780427

F. mediterranea - FMCE AY620997

F. mediiterranea - FM-G5 AY849302

F. mediterranea - FM-LgtA.P. AY849304

F. mediterranea - FM-TdQ1 AY780426

F. mediiterranea - FPV2 AY529694

F. mediiterranea - GP1 AY340033

F. mediterranea - HR3.1 AY529698

F. mediiterranea - M1 AY529696

F. mediiterranea - LM1 AY340023

F. mediterranea - LR79 AY529697
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Aislado (n® de

Teleomorfo Anamorfo L. a ITS EF1-a B-tubulina
coleccion)
F. mediterranea - PC1 AY529695
F. mediterranea - TW7.98a AY340029
F. mediterranea - TW?7.98b AY340030
F. mediterranea - 216.03 AY529690
F .mediterranea - 217.03 AY529684
F. mediterranea - 235.03 AY529683
F. mediterranea - 238.03 AY529691
F. mediterranea - 243.03 AY529689
F. mediterranea - 45/23.3 AY340034
F. mediterranea - 940417.3 AY340027
F. mediterranea - 97.A4 AY529693
Hypocreales sp. - CMW?7063 AY236956 AY236905 AY236934
Togninia minima Phaeoacremonium aleophillum  CBS246.91 AY179934 AY179900 AF192390
- Phaeoacremonium angustius CBS 249.95 AY772240 AF197974 AF246814

Phaeoacremonium parasiticum

RR370 (CBS860.73)  DQ173144

- Phaeoacremonium viticola CBS101738 AF118137
- Phaeomoniella chlamydospora CBS229.95 AF266656
- Pa. chlamydospora CBS239.74 AF266653

@ Principales colecciones:

CAP (Alan Phillips, Univ. Nova de Lisboa, Portugal). CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures,
Paises Bajos). CMW (Michael J. Wingfield, Universidad de Pretoria, Sudafrica). JL (Jordi Luque, IRTA

Cabrils, Barcelona). RR (Rosa Raposo, INIA, Madrid). UCD (Universidad de California Davis).

El resto de aislados proceden de colecciones no conocidas cuyos datos se han extraido de GenBank.
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Botryosphaeria viticola sp. nov. on grapevines: a new species with
a Dothiorella anamorph

Jordi Luque
Soledad Martos

Departament de Proteccio Vegetal, Institut de Recerca i
Tecnologia Agroalimentdries, Centre de Cabrils, Cira.
de Cabrils s.n., E-08348 Cabrils, Barcelona, Spain

Alan J.L. Phillips'
Centro de Recursos Microbioldgicos, Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia, Universidade Nova de Lisboa,
Quinta da Torre, 2829-516 Caparica, Portugal

Abstract:  Bdtryosphaeria viticola sp. nov., isolated
from pruned canes of Vitis vinifera in NE Spain, is
described and illustrated. Phylogenetic analysis based
on ITS and EFl-a sequences and morphological
characters of both anamorph and teleomorph con-
firmed this taxon to be included within the group of
Botryosphaeria species with Dothiorella anamorphs. It
is related most closely to B. sarmentorum and B. iberica
from which it differs in morphological characters of
the teleomorph and DNA sequences.

Key words: Botryosphaeriaceae, Diplodia, Fusicoccum,
ITS, molecular phylogenetics, translation elongation
factorEF1-o

INTRODUCTION

Species of Botryosphaeria Ces. & De Not. are well
known as pathogens, saprophytes and endophytes on
a wide range of woody angiosperm and gymnosperm
hosts (Barr 1972, von Arx 1987, Denman et al 2000).
While the morphology of the teleomorphic states
differs little among species, a wide range of morphol-
ogies is seen in the anamorphs and it is on this basis
that species are distinguished. Anamorphs of Botryo-
sphaeria species currently are placed in the genera
Fusicoccum Corda, Diplodia Fr., Lasiodiplodia Ellis &
Everh., and Dothiorella Sacc. (Crous and Palm 1999,
Denman et al 2000, Phillips et al 2005). These four
genera clearly are separated on their morphology and
their phylogenetic relationships shown by the analysis
of sequence data of the internal transcribed spacer
(ITS) of the rRNA repeat (Phillips et al 2005).
Additional gene sequences, such as partial sequences
of the B-tubulin gene and the translation elongation
factor l-alpha (EFl-a), also have been used to

Accepted for publication 9 July 2005,
! Corresponding author. E-mail: alp@mail.fct.unl.pt

unambiguously differentiate species within Botryo-.
sphaeria (Slippers et al 2004, van Niekerk et al 2004). -

The genus Dothiorella was resurrected to accommo-
date anamorphs of Botryosphaeria species with conidia -
that become colored and septate at an early stage of
development, even before they are released from the -
conidiogenous cell (Phillips et al 2005). This con- '
trasts with conidia of Diplodia species, which are .
hyaline and become dark and septate only some time
after they are formed, normally after a period of aging
once they are discharged from the pycnidia (Shoe-
maker 1964, Alves et al 2004, Phillips et al 2005). .
Another distinctive morphological feature of Botryo--
sphaeria species with Dothiorella anamorphs is their
brown, one-septate ascospores. Although ascospores
of most Botryosphaeria species occasionally are known
to become pale brown and one-septate with age
(Shoemaker 1964, Sivanesan 1984, Alves et al 2004)
others, such as B. laricis (Wehm.) von Arx & Miller
and B. visci (Kalchbr.) von Arx & Miller, are reported
to be dark brown (Sivanesan 1984). Ascospores of the
species so far reported with Dothiorella anamorphs -
become intensely brown at an early stage of de-.
velopment (Phillips et al 2005).

During a 2003-2004 survey of fungal pathogens .
associated with grapevine decline in Catalonia (NE
Spain), a coelomycete with characters of Dothiorella
was found frequently on discarded pruned canes. An
ascomycete with brown, one-septate ascospores.was
found rarely and the connection between the two
states was confirmed by culture of single ascospores.
Because no other fungal taxa with these characters
have been described from Vitis vinifera L., it was

‘thought that this fungus might represent a new

species. The purpose of this study was to characterize

the morphology of this fungus and to determine its

phylogenetic relationship to other Botryosphaeria

species through a study of ITS and EF1-o nucleotide -
sequences.

MATERIALS AND METHODS

Isolates and morphology.—Isolations were made from
single conidia, single ascospores or by directly plating
out pieces of diseased tissue after surface sterilization in
70% ethanol for 4 min. Isolates were cultured on Difco
potato-dextrose agar (PDA) at 25 C. Sporulation was
enhanced by culturing the isolates on 2% water agar
bearing pieces of autoclaved grapevine canes at 25 C
with a 12/12 h photoperiod. Growth rates were de--
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1112 MycoLOGIA
TaBLE 1. Isolates included in this study
GenBank?
Culture’ Species Host Collector Locality ITS EFl-o
CBS 117009  Botryosphaeria Vitis vinifera * J. Luque & Spain, Vimbodi{ AY905554 AY905559
viticola cv. Garnatxa 8. Martos
Negra
CBS 117006  B. viticola V. vinifera cv.  J. Luque & Spain, Vimbodi AY 905555 AY905562
Garnatxa R. Mateu
Negra
CBS 117007  B. viticola V. vinifera cv.  J. Luque & Spain, Gandesa AY905556
Macabeu S. Martos
CBS 117008  B. viticola V. vinifera cv. ] Luque & Spain, Sant AY905557 AY905560
Xarello J. Reyes Sadurni d’Anoia
CBS 117010  B. witicola V. vinifera cv.  J. Luque & Spain, Sant Esteve AY905558 AY905561
Macabeu S. Martos Sesrovires
CJL570 B. viticola V. vinifera cv.  J. Luque & Spain, Bot
. Ull de llebre  S. Martos
JL572 B. viticola V. vinifera cv.  J. Luque & Spain, Vimbodi
Garnatxa S. Martos
Negra
CBS 112869  Diplodia sp. V. vinifera JM. van Niekerk South Africa, AY343373 AY343336
Western Cape
CBS 112870  Diplodia sp. V. vinifera JM. van Niekerk South Africa, AY343376 AY343337
Western Cape
CBS 112872  B. australis V. vinifera F. Halleen South Africa AY343388 AY343347
CBS 112877  B. australis V. vinifera F. Halleen South Africa AY343385 AY343346
CBS 112549 B. corticola Quercus suber A, Alves Portugal, Aveiro AY259100 AY573227
CBS 112545 B, corticola Q. suber M.E. Sanchez & Spain, Cadiz AY259089 AY573226
A. Trapero
CMW 8000 B. dothidea Prunus sp. B. Slippers Switzerland, AY236949 AY236898
Crocifisso
CBS 116741  B. dothidea Olea europea - 1. Rumbos Greece, Thessalia AY640254 AY640257
CBS 110300  B. dothidea Populus nigra  AJ.L. Phillips Portugal, Braga AY640253 AY640256
CBS 110302  B. dothidea V. vinifera AJ.L. Phillips Portugal, AY259092 AY573218
Montemor-o-
Novo
CBS 115041  B. iberica Quercus ilex  J. Luque Spain, Aragon AY573202 AY573222
CBS 115035  B. iberica Q. ilex N. Ibarra Spain, Aragon AY573213 AY573228
CBS 115040  B. iberica Q. ilex J. Luque Spain, Catalonia AY573214 AY573232
CBS 110299  B. lutea V. vinifera A/].L. Phillips Portugal, Oeiras AY259091 AY573217
CMW 9076 B. lutea Malus x S.R. Pennycook New Zealand AY236946 AY236893
domestica
CBS 112555  B. obtusa V. vinifera AJ.L. Phillips Portugal, AY259094 AY573220
Montemor-o-
. Novo
CMW 7775 B. obtusa Ribes sp. B. Slippers & USA, New York AY236954 AY236903
G. Hudler
CMW 9081 B. parva P. nigra G.J. Samuels New Zealand, Te AY236943 AY236888
Puke
CBS 110301  B. parva V. vinifera A.J.L. Phillips Portugal, Palmela AY259098 AY573221
CBS 164.96 B. rhodina Fruit on coral A. Aptroot Papua New AY640255 AY640258
reef coast Guinea, Madang
CMW 9074 B. rhodina Pinus sp. T. Burgess Mexico AY236952 AY236901
CMW 10130  B. rhodina Vitex donniana J. Roux Uganda AY236951 AY236900
CBS 115475  B. ribis Ribes sp. G. Hudler USA, New York AY236935 AY236877
CMW 7773 B. ribis Ribes sp. G. Hudler USA, New York AY236936 AY236878
IMI 63581b B. sarmentorum Ulmus sp. E.A. Ellis England, AY573212 AY573235
Warwickshire
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LUQUE ET AL: BOTRYOSPHAERIA VITICOLA SP. NOV. ON GRAPEVINES 1113
TaBLE I.  Continued
GenBank?
Culture! Species Host Collector Locality ITS EFl-a
CBS 115038 B. sarmentorum Malus pumile A.].L. Phillips Netherlands, Delft ~ AY573206 AY573223
CBS 120.41 B. sarmentorum Pyrus H.W. Wollen- Norway AY573207 AY573224
commaunis weber
CBS 112558  B. stevensii V. vinifera AJ.L. Phillips Portugal, AY259093 AY573219
Montemor-o-
Novo
CBS 431.82 B. stevensii Fraxinus H.A. van der Aa  Netherlands, AY236955 AY236904
excelsior Maarseveen
CBS 110496 Diplodia porosum V. vinifera JM. van Niekerk South Africa, AY343379 AY343340
Stellenbosch
CBS 110574  D. porosum V. vinifera J.M. van Niekerk South Africa AY343378 AY343339
CBS 112878  Fusicoccum V. vinifera F. Halleen South Africa, AY343380 AY343342
viticlavatum Stellenbosch ‘
CBS 112977  +F. viticlavatum V. vinifera F. Halleen South Africa AY343381 AY343341
CBS 110887  F. vitifusiforme V. vinifera J-M. van Niekerk South Africa, AY343383 AY343343
Stellenbosch
CBS 110880  F. vitifusiforme V. vinifera J-M. van Niekerk South Africa AY343382 AY343344
CBS 119.25 Cercospora apii Apium L.J. Klotz Unknown AY179949 AY179915
graveolens
CMW?7063 Hypocreales sp. Unknown Unknown Unknown AY236956 AY236905

'Acronyms of culture collections: CBS—Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, The Netherlands; CMW—M_]J.

Wingfield, FABI, University of Pretoria, South Africa; IMI—CABI Bioscience, Egham, UK; JL—J. Luque, IRTA,

Barcelona, |

Spain; STE-U—Department of Plant Pathology, University of Stellenbosch, South Africa. Isolate accession numbers in bold
signify cultures ex-type, or from samples that have been linked morphologically to the type material.
#Sequence numbers in italics were retrieved from the GenBank public database. All others were obtained in this study.

termined on PDA plates incubated in the dark at 5-35 C
in 5 C intervals. Isolates were deposited at the Cen-
traalbureau voor Schimmelcultures (CBS), Utrecht,
The Netherlands. Specimens were lodged with the
herbarium of Estacio Agronémica Nacional (LISE),
Oeiras, Portugal.

Examinations were made with a Leica DMR HC micro-
scope fitted with Nomarski DIC optics. Digital images were
recorded with a Leica DFC320 digital camera, and
measurements were made with the Leica IM500 measure-
ment module. The mean, standard deviation and 95%
confidence intervals were calculated from measurements of
50 conidia and ascospores. Data for spore measurements
are presented as the lower and upper 95% confidence
limits, with the minimum and maximum dimensions in
parentheses. Dimensions of other fungal structures are
given as the range of at least 20 measurements where
possible.

DNA  sequencing —DNA was extracted from fungal
mycelium as described by Alves et al (2004). Amplifica-
tion of the ITS1 and ITS2 regions flanking the 5.8S
ribosomal RNA gene was carried out with universal
primers ITS1 and ITS4 (White et al 1990). Part of the
translation elongation factor l-alpha gene (EFl-o) was
amplified with primers EF1-728F and EF1-986R (Car-
bone and Kohn 1999). Reactions were performed on
a GeneAmp® PCR System 9700 thermal cycler (PE
Applied Biosystems, Foster City, California). Each

reaction contained 0.5 uL template DNA (about .
100 ng genomic DNA), 20 uL. Eppendorf Mastermix -
2.5X (Eppendorf AG, Hamburg, Germany), 0.4 uM of
each primer and made up to a final volume of 50 pL.
These temperature profiles were used: one cycle of
initial denaturation at 95 C for 3 min, followed by 85 :
cycles of denaturation (20 s at 95 C), annealing (30 s at .
55 C for ITS or 58 C for EF1-a) and extension (40 s at
72 C), with a final extension at 72 C for 5 min. PCR'
products were separated by electrophoresis in 2% .
agarose gels and viewed under UV light after ethidium
bromide staining. i )

PCR products were purified with the High Pure PCR.
Product Purification Kit (Roche Diagnostics GmbH, Man-
nheim, Germany). Purified amplicons were sequenced in
both directions with the PCR primers and the BigDye™
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, -
Foster City, California). The resulting fragments were
analyzed on an ABI Prism 377 automated DNA sequencer
(Perkin Elmer, Norwalk, Connecticut). )

Sequences were read and edited with Chromas 1.45
(http://www.technelysium.com.au/chromas.html). All se- -
quences were checked manually and nucleotide arrange-
ments at ambiguous positions were clarified with sequences .
from both strands. Nucleotide sequences were deposited in -
GenBank (TABLE I). Additional sequences for both DNA-
regions corresponding to other Botryosphaeria species were
obtained from GenBank (TABLE I).
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Phylogenetic analysis—ITS and EFl-o sequences were
assembled with 37 others retrieved from GenBank,
representing 14 species of Botryosphaeria and two out-
group species (Cercospora apii Fresen. and a species of
the Hypocreales). Hypocreales sp. was used by Slippers
et al (2004) and in combination with C. apii (Phillips
et al 2005).. An extensive search of ITS and EFl-o
sequences in GenBank did not reveal any suitable
alternative outgroup. The sequences were aligned with
Clustal X (Thompson et al 1997) and manual adjust-
ments made where necessary. A partition homogeneity
test was conducted in PAUP* version 4.0b10 (Swofford
2003) to examine the possibility of a joint analysis of the
two datasets. Insertions/deletions (indels) introduced
by the alignment were coded by simple indel coding
(Simmons and Ochoterena 2000) with the program
GapCoder (Young and Healy 2003). Ambiguously

- aligned regions and the associated indel characters
were excluded from the analyses. Neighbor joining (N])
and maximum parsimony (MP) phylogenetic analyses
were done with PAUP* (Swofford 2003). The Hasegawa-
Kishino-Yano (1985) model (HKY85) was used for the
NJ analysis with 1000 random sequence additions. For
the MP analysis, the heuristic search option with 1000
random taxa addition and tree bisection and reconnec-
tion (TBR) as the branch-swapping options were used.
All characters were unordered and of equal weight.
Branches of zero length were collapsed and all multiple,
equally parsimonious trees were saved. Stability of
branches in the NJ and MP trees was assessed with
1000 bootstrap replications (Hillis and Bull 1993).
Statistics including tree length (TL), consistency index
(CI), retention index (RI), rescaled consistency index
(RC) and homoplasy index (HI) were calculated with
PAUP*,

RESULTS

Phylogenetic analysis—The sequence alignment of
41 isolates (TABLE I), including the two outgroup
isolates, consisted of 568 characters for the ITS
region and 347 characters for the EFl-x gene,
including the alignment gaps. Indels were coded
separately and added to the end of the alignment
as characters. 916-1055. Alignment gaps were
treated as missing data. Part of the ITS1 region
(characters 86-140) could not be aligned un-
ambiguously and was excluded from the analysis.

Similarly, characters 608-654, close to the 5’ end’

of the EFl-a gene also could not be aligned and
were excluded. The coded indels associated with
these regions (characters 929-952, 991-1001) also
were excluded. Thus 918 characters were includ-
ed. New ITS and EFl-o sequences were deposited
in GenBank (TABLE I) and the alignments in
TreeBase (S 1351). The result of the partition
homogeneity test (P=0.4800) indicated that the

ITS and EFl-a data reflected the same underlying
phylogeny, therefore the two datasets were com-
bined in a single analysis.

The combined dataset consisted of 918 characters,
of which 435 were constant and 192 variable
characters were parsimony uninformative. Maximum
parsimony analysis of the remaining 291 parsimony-
informative characters resulted in four most parsimo-
nious trees, one of which is shown (FIG. 1). MP trees
differed only in the position of the isolates in the
terminal clades, while the overall topology was the
same in all trees. NJ analysis resulted in trees with the
same topology as the MP trees.

Two major clades were resolved in the MP trees.
One clade, with 98% bootstrap support, contained
isolates with Diplodia and Lasiodiplodia anamorphs.
Within this clade, five strongly supported (=99%
bootstrap) clades corresponding to known species
could be distinguished. The other major clade (72%
bootstrap) consisted of three subclades containing
isolates with Fusicoccum and Dothiorella anamorphs.
All Fusicoccum species except B. dothidea fell within
a well supported clade (99%), and the six species that
could be distinguished all received moderate to high
bootstrap support (68-100%). Botryosphaeria dothidea
isolates formed a separate clade. The Dothiorella
species grouped in a well supported subclade (99%),
further subdivided into two sister clades with 99-
100% bootstrap values. All isolates from grapevines
fell within a single clade, sister of B. sarmentorum and
B. iberica.

Morphology.—Discarded pruned canes collected
from five vineyards in NE Spain (TABLE I) bore
pycnidia of a coelomycete with characters corre-
sponding to Dothiorella, and one of them bore an
ascomycete with bitunicate asci containing eight
brown, one-septate ascospores (LISE 95177). The
culture obtained from a single ascospore of this
latter collection (CBS 117009) produced pycnidia
and conidia that were indistinguishable from the
coelomycete cited above, thus confirming the
connection between the anamorph and teleo-
morph. Another collection (CBS 117007) was
obtained from a fragment of necrotic wood.

Ascomata (FIGS. 4-6) were found rarely. Clavate asci
(F1cs. 2, 8), formed among septate pseudoparaphyses
(Fics. 2, 7), contained eight, brown-walled, one-
septate ascospores (FIGs. 2, 8-11). The ascospores
often bore a small projection at one or both ends
(Fics. 2, 10, 11).

Conidiomata (FIG. 12) were erumpent through the
host bark., Conidiogenesis (F1Gs. 3, 13-17) and
conidia (FiGs. 3, 18, 19) observed in pycnidia either
from canes or obtained in culture were similar to
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Corcospora opid CB5119.25
Hypocreales sp. CMWT0G3
o D, poresum CBS110496
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B. viticola CBS117008 SP /G
I

it
"

B. viticola CBS110710  SP )
B. viticola CBS117008 SP '
B. viticols CBS112870 SA
8, viticola CES112869 SA

10 changes —

Fie 1, Che ol four most parsimanions trees obitained from the combined amadysds of TS winel EF -2 sequence data (T1. -
Bl steps, U1 = 0756, BRI = 0881, RC = 0656, H1 = 0.264), Bootstrap support valses exceeding 509% from [ replications
tor ahe neighbor joining followed by the masinum pasimony anabses are shown at the nodes, The ree wis rosed 1o
oo afeif GBS 110,285 andd Hypocreabes sp. CMWT00L The onigins of the & avitoolo isolates are represented by SA (Sauh

Afnwa or 51" (Sgaind aher cach sodae. Anamarph geners are given on the right with ilhisdraisons depicting salient features of
cach gens. Bar = 10 changes
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Fris, 2=0,  Rofryosphaerie viticods and its anamorph Datfioreily viticola, 2, Ascl, psesdoparaphyses and ascospores of LISE
05177, 3, Conbiogenoms oells and conidia of LISE 95178, Bar = 10 pin.
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LAUQUE ET A1

BOTTy s AR VITIEEA S, MOV, 0% GRAFIVINES

-
L
|5
[
L]

9

Fiea 4-11. HBoirpmphasna ebiomly

4. Ascomata pantially erumpent through the bost bark. 5 Ascoma out ihrough

hasrizoaanally showing the white conents with dark LR IIIH"\lhiIJI“IIL" Iy A wiithy ARCOS[ TS, . Vertical section throagh an

asceia. 7. Seprate paoudoparaphyses, 8 Claate asoos contining eight bisertate, dark-brown, onesepiaie asoospores, 9-11

veospores. The ascospores in Fles, 10 and 11 bear small, ronnded propecticns at either end, Bars: 4

fi = 5 puan, 7=11 140 puan

those described for Botryosphamia ibericn AJL Phillips
et sl and B sarmenform Al Fhillips ct al {Fhillips e
al A5 ). Conidiogenesis was holoblastic (Flos, 5, 13-
17), with conidiogenous cells proliferating at the
sume leve] giving rise o periclinal thickenings (Fros, 3,
16}, or proliferating percumently to form one or two
annelbitons (Fres. 3, 170, Conidia were brown, thick-
witlled and onesepate with both ends rounded or
oocasicaailly with a truncare base (Fos, 3, 18, 19, The
coidia became brown and oneseptate at an cardy

0% a5 = (L2%5 mm

before they were released from  the

conidiogenous cells (Fie, 5, 17).

stagre,  oven

PASRCESOTY

Rawed on both phylogenetic and morphological dam
the Tungus studied here s considered o belong o thee
genus fHotryosphaenia. Because it s morphologically
and  phylogenctically distinet from other known
apecies in the gEns, il is desenbedd as the new SPeCics
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FiGs. 12-19. Dothiorella viticola. 12, Conidiomata partially erumpent through the host bark. 13-17. Conidiogenous cells
and conidia. 16. Conidiogenous cell with periclinal thickenings. 17. Conidiogenous cells with annellations. The cell on the
right has a dark-brown, one-septate conidium attached at the tip. 18, 19. Conidia taken at two different levels of focus showing
the roughening on the inner surface of the wall. Bars 12 = 0.5 mm, 13-19 = 10 wm.

B. wviticola. The teleomorph seems to be uncommon,
and for this reason we think it is important to apply
a name to the anamorph.

Botryosphaeria viticola A J.L. Phillips & Luque, sp.
nov. Fics. 2-19

Anamorph. Dothiorella viticola A.J.L. Phillips &
Luque, sp. nov.

Ascomata pseudothecia, plerumque solitaria, inter-
dum aggregata, in hospitis inclusa, erumpescentia,
globosa vel pyriformis, cum ostioli centrali, papillata,
nigra, usque 240 um diam, paries pseudothecii usque
60 wm crassis, stratis textura angularis, extus e cellulis
atrobrunneis vel brunneis composita, intus ¢ cellulis
hyalinus revestimentum loculi facientibus. Asci bitu-
nicati, clavati, 100-110 X 25-30 wm, stipitati, octo-
spori, pseudoparaphysibus multis filiformibus, septatis
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LUQUE ET AL: BOTRYOSPHAERIA VITICOLA SP. NOV. ON GRAPEVINES

3.56-4.5 um latis interspersi. Ascosporae fusiformis
oblongis vel subclavatis, apicibus obtusis, in fundo
subacutis, (19-)22.6-23.5(—27) X (8.4-)10.6~
11.2(—14.5) um. Conidiomata in contextu hospitis
inclusa, solitaria vel aggregata, stromatiformia, glo-
bosa, 200-360 um diametro. Cellulae conidiogenae
holoblasticae, hyalinae, subcylindricae, 5-14 X 3~
7 um, proliferatione percurrenti limitata, ut videtur
1-2 annellationibus paucis, vel inplano eodem peri-
clinaliter incrassate. Conidia brunnea, uniseptata,
parietibus crassis, ovoidea, apicibus obtuse rotundato,
in fundo obtuse rotundato vel truncata (16-)20.2-
20.6(—26) X (7-)9.2-9.4(—12) pm.

Ascomata dark brown to black, stromatic, pyriform,
pseudothecial, isolated or in botryose clusters up to
2 mm diam, initially immersed in host, partially
erumpent at. maturity, up to 240 um diam, ostiole
circular, central, papillate; wall up to 60 pm thick, of
dark brown thick-walled textura angularis, and lined
with thin-walled, hyaline cells. Pseudoparaphyses thin-
walled, hyaline, frequently septate, slightly constricted
at septum, 3.5~4.5(—5.0) um wide. Asci 100-110 X
25-30 um, arising from base of ascoma, stipitate,
clavate, thick-walled, bitunicate with a thick endotu-
nica and a well-developed apical chamber, 8-spored,
irregularly biseriate. Ascospores oblong, ovate to
subclavate, (19-)22.6-23.5(—27) X (8.4-)10.6~
11.2(—14.5) um (mean * S.D. = 23.1 = 0.2 X 10.9
* 0.l um n 62) mostly l-septate, slightly con-
stricted at septum, dark brown, moderately thick-
walled, finely verruculose on inner surface, often
inequilateral, widest in lower one-third to middle of
apical cell, often with a small rounded projection at
tip and base of spore, basal cell tapering toward
obtuse base. Conidiomata pycnidial, separate or
aggregated into botryose clusters up to 2 mm diam,
individual pycnidia spherical to globose, black,
immersed, partially erumpent when mature, unilocu-
lar, 200-360 pm diam (mean: 295 wm; n = 25), thick-
walled, wall of three layers: an outer layer of dark
brown, thick-walled textura angularis, a median layer
of dark brown thin-walled cells textura angularis, and
an inner layer of thin-walled, hyaline cells. Ostiole
single, central, circular, papillate. Conidiophores hya-
line, cylindrical, branched. Conidiogenous cells dis-
crete or integrated, cylindrical to broad lageniform,
(5-)8.6-9.8(—14) X (3-)4.4-4.9(—7) pm, hyaline,
smooth, holoblastic, indeterminate, proliferating at
same level to form periclinal thickenings or rarely
proliferating percurrently giving rise to 1-2 annella-
tions. Conidia brown, oblong to subcylindrical,
septate, occasionally slightly constricted at septum,
moderately thick-walled, externally smooth, internally
finely verruculose, ends rounded, often with a
truncate base, (16-)20.2-20.6(—26) X (7-)9.2-

1119 -

9.4(—12) um (mean * SD = 204 = 0.1 X 9.3 =
0.1 wm, n = 200) length/width ratio 2.2 * 0.02,n =
200. Colonies on PDA reaching 40 mm radius after 3 d
at 25 C. Aerial mycelium present, colonies cottony, .
dark olive to grayish, darkening from the center of
the colony after 3 d; colony fully darkened after 6—
10 d. Pycnidia produced after 20-30 d in culture at-
23 C under near UV black light (12/12 h photoperi-
od). Cardinal temperatures for growth: minimum 5 C,
optimum 20-25 C, maximum below 35 C. '

Hosts. Vitis vinifera.

Geographical range. South Africa, Spain. :

Specimens examined. SPAIN. CATALONIA: Vim- -
bodi, near the Monastery of Poblet, on pruned
canes of Vitis vinifera cv. Garnatxa Negra, 12 Aug
2004, J. Lugque & S. Martos, (HOLOTYPE of"
Botryosphaeria viticola, LISE 95177, culture ex type .
CBS 117009; HOLOTYPE of Dothiorella wviticola,
LISE 95178), on pruned canes of Vitis vinifera cv. .
Garnatxa Negra, 28 May 2003, J. Lugque & R. Mateu.
Batea, on pruned canes of V. vinifera cv. Macabeu, |
29 Jul 2004, J. Luque & S. Martos. Bot, on pruned -
canes of V. vinifera cv. Ull de llebre, 29 Jul 2004, J.
Luque & S. Martos. Gandesa, on necrotic wood
from a diseased branch of Vitis vinifera cv. Macabeu, |
15 Jun 2004, J. Lugque & S. Martos. Sant Esteve .
Sesrovires, on pruned canes of V. vinifera cv.
Macabeu, 10 Aug 2004, J. Lugque & S. Martos. Sant .
Sadurni d’Anoia, on pruned canes of V. vinifera cv.
Xarel'lo, 27 May 2004, . Luque & J. Reyes.

Notes. The teleomorph is extremely rare com-
pared to the abundant anamorph. '

DISCUSSION

In this study Botryosphaeria viticola is described as

a new species. It is closely related to B. sarmentorum
and B. iberica, according to the morphological data -
and DNA sequences of the ITS and EFl-a gene
regions. Ascospores of these three species are brown

and one-septate, which contrasts with the hyaline and
aseptate ascospores commonly regarded as typical for -
Botryosphaeria based on B. dothidea having Fusicoccum
aesculi anamorph (Denman et al 2000, Slippers et al .
2004). As explained by Phillips et al (2005), these

unusual characters can be accommodated in the .
concept of Botryosphaeria as emended by Saccardo

(1877). Moreover B. laricis and B. visct are reported .
to have brown, one-septate ascospores (Sivanesan -
1984), and septation of ascospores has been reported

for other Botryosphaeria species, albeit after they have

aged (Shoemaker 1964, Alves et al 2004). Neverthe-
less B. wviticola, B. sarmentorum and B. tberica are .
unusual in that their ascospores become brown and
septate early in their development. Such features of .
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the ascospores could place these three species in
Dothidotthia Hohn. Barr (1972) considered that the
only difference between Botryosphaeria and Dothidot-
thia is that in Dothidotthia the ascospores are brown
and septate while in Botryosphaeria they are hyaline
and aseptate. However the phylogenetic analysis
placed these species within Botryosphaeria and this
raises the possibility that Dothidotthia may be a syno-
nym of Botryosphaeria. On the other hand it is
possible that Botryosphaeria is paraphyletic and
comprises a number of separate genera. Any decisions
on the status of this genus should be made on the
basis of data resulting from the analysis of 18S and
possibly 288 rDNA sequence data. Furthermore such
a study also should take into account a thorough
study of Dothidotthia to determine its status in relation
' to Botryosphaerig. Nevertheless, considering the data
presented here on ITS and EFl-o sequences, B.
viticola, B. sarmentorum and B. iberica clearly fall
within the species of Botryosphaeria.
In the present study isolates of B. dothidea lay within
a clade separate from the one containing other species
with Fusicoccurm anamorphs. This can be seen in
studies of phylogeny of Botryosphaeria (e.g. Zhou and
Stanosz 2001, Slippers et al 2004, Alves et al 2004).
However, with the inclusion of species with Dothiorella
anamorphs in the present study, the separation of B.
dothidea from other species with Fusicoccum ana-
morphs is more clearly defined. This is a further
indication that Botryosphaeria may be paraphyletic.
The anamorphs of B. iberica, B. sarmentorumand B.
viticola are morphologically similar; it would be
difficult to separate them on morphological charac-
ters alone. On the other hand, the teleomorphs show
distinctive characters that separate the species from
one another. Although the dimensions of ascospores
of the three species overlap, they can be distinguished
on the morphology of their ascospores. Ascospores of

B. viticola frequently bore a rounded projection at the

tip and base (FIG. 15) and taper more strongly to the
base than in B. iberica. While B. iberica has been
found mainly on Quercus spp. and B. sarmentorum on
several hosts other than Quercus (Phillips et al 2005),
B. wviticola appears to be restricted to grapevines.
However it is not known if host association is
a consistent character for these three species.

To our knowledge Botryosphaeria viticola is the
third known species together with B. iberica and B.
sarmentorum with anamorphs in Dothiorella. Dothio-
rella differs from Diplodia in morphological and
molecular characteristics (Phillips et al 2005). Con-
idia of Dothiorella become brown and septate at an
early stage, even before dehiscence from the con-
idiogenous cell, whereas conidia in Diplodia are
hyaline and become dark and septate only with age

(Shoemaker 1964, Alves et al 2004, Phillips et al
2005). This distinction has not always been recog-
nized, with the result that the genus Diplodia has been
used frequently for species with brown, one-septate
conidia (Wollenweber 1941). It is possible that many
of the species placed in Diplodia would be better
accommodated in Dothiorella. Judging from the
number of synonyms listed by Wollenweber (1941)
for D. sarmentorum, many of these species are
inseparable morphologically. However, as shown in
this study and that of Phillips et al (2005), although
the anamorphs of B. sarmentorum, B. iberica and B.
viticola are indistinguishable morphologically, they
can be separated on morphology of the teleomorphs
and these differences are well supported by the ITS
and EFl-a sequence data.

The isolate CBS 117006 exhibited some differences
in culture morphology from the other isolates
studied. The reverse side of colonies of CBS 117006
became red-brown after 3-5 d on PDA at 25 C, with
a progressive darkening of the pigment after 6-10 d.
Such coloration was not seen in the other isolates of
B. wviticola. Furthermore there were some small
differences in ITS and EFl-a sequences between
isolates of B. wviticola (one substitution and one
deletion in ITS and nine substitutions in EF). This
was reflected in the phylogeny where two isolates
from Spain clustered with two isolates from South
Africa, but isolate CBS 117006 fell outside this B.
viticola subclade. These differences in nucleotide
sequences and colony morphology are regarded as
intraspecific variation.

Van Niekerk et al (2004) studied a Diplodia sp. from
pruned canes in South Africa with morphological
characters that fit within the description of Dothiorella
viticola. The phylogenetic analysis in our study showed
clearly that two isolates of this Diplodia sp. (CBS
112869, CBS 112870) clustered with other isolates of B.
uiticola, which supports the identification of this
fungus as B. viticola. The known occurrence of B.
viticola in Spain and South Africa would suggest that
this species may be widely distributed, possibly
wherever grapevines are grown. Botryosphaeria viticola
appears to be a saprophyte, according to the results
obtained by van Niekerk et al (2004) in different
pathogenicity tests with the strain CBS 112869.
Furthermore B. wviticola has been found mainly on
old, discarded pruned canes and has not been
associated with any disease symptoms, thus reinforcing
the notion that it may be a saprophytic species.

ACKNOWLEDGMENTS

This work was financed by the Instituto Nacional de
Investigacién y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA)

224




Anexo 4 Descripcion de Dothiorella viticola

LUGUE ET AL: BOTRYOSPILAERIA VITIOLA SP. NOV, ON GRAPEVINES

under project RTADRIGEC2-1 (Spain) and by the Europes
an Regional Development Fund and Fundagio para
4 Cincin e a Teemologin under project POCTI/AGR/
S6140,/2004 {Portugal). Soledad Marios was suppored by
a gramt from DURSIAGAUR (Regional Govermment of
Catalomia, Spain). We thank these viticulurists and wine
producers for letting s survey their vineyards (Spain):
Miguel Torres, Ca n'Estella, Joaquim Aguils, Reventds i
Blasic and Rosend Esieve.

LITERATURE CITED

Abes A, Correia A, Lugue |, Phillips AJL. 3004, Botrye-
sprhanertan covticola s, nov, on Qusrous specics, with notes
and description of Boiryesphoerio strvemsdi and i
amameorl Paplodia munifn Mycologia 96:598=613.

Barr ME. 1972, Preliminary studies on the Thsthideales in
leniperale MNaorh Amerca. Contr Univ Mil:hi-gan Herk
R L

Carbome |, Kobn 1AL 1999, & method for designing primer
sels for speciation studics in filamentons ascomycetes,
Mycalogia 91:553-556,

Crons W, Palm ME. 1090, Reassessment of the anamarph
genera  Hotryodiplonia, Dotliorella and  Fusicocomm,
Sydowia 51:161=175.

Denman &, Crous MW, Tavler |E. Rang [0, Pascoc 1,
Wingleeld M. 2000, An overview of the uxonomic
history of Hotposphaeda, and a re-svaluation of s
anamorphs based on morphology and TTS rIINA
phvlogeny. Soud Mycol 45:1 %< 141

Hasegawa M, Kishino H, Yano TA. 1985, Dating of e
hunan ape splining by a molecular chock of mitechon-
drial-DdNAC | Mol Evol Z2: 160=]74,

Hilkix D6, Bald J]. 190k A empirical test of boststrapping
a5 o ethod for asessing confidence in phylogenetic
analysis. Svst Biol 42152102,

Phillips A, Ahes A, Correia A, Lugque . 2005 Two new
specics of Hofryosphacria with brown, lseprae asco-
spores and Dothiorells anamarphs. Mycologia 97513
Lr 518

Saccardn PA. 1877, Fungi veneti novi vel crithci vel
Mycologiae Venetse acdendi. Michebia 1:1-72.

1121

Shoemaker RAC 1964, Conidial stsies of sme Hdi_'rmp-l'lamu
species an Vitis and Quercns Can | Bob 401 207-1 300,

Simmons MP, Ochoterena H, 3000, Gaps as cluaracters in
seqquenoc-based pliylogenetic analyses, Syst Biol 493659
381

Stvanesan A 1984, The bitunicue ascomycetes and their
anamerphs, Vadue, Liechienstein: | Cramer. 701 p.
Slippers B, Crous FW, Denman 5. Coutinbo TA, Wingfickd

BD., Wingfield MJ. 2004, Combined pinltiple gene
genealogies and phenobpic characters differentiate
several species previously identified as Botryosphaeria

dmtbiden, Mycologia =101,

Swalford DL 20035, PAUP®. Phylogenetic analysis wsing
parsimony (Sand other methods) versson 4. Sander-
Tand, Massachusctis: Sinater Associalcs.

Thampson |11, Gibson T], Flewniak F, Jeanmougin F,
Higgins [HG. 1997, The Clstal X windows inerface:
Nexible swiegies for muliple sequence alignment
arded by quality analysis wools. Mucleic Acsds Res
hoARTH—48R2.

Van Nickerk M. Crous PW, Groenewald [#, Fourie PH,
Halleen F. #HHH, DNA phylogeny, morphology and
pathogenicity of Sefyeiphacta species on grapevines.
Mycologia 96:781-798,

Von Arx A 1987, Plant Pathogenic Fungi. Nova Hedwigin
Beih 87:288p,

White T], Bruns T, Lee 5, Taylor 1. 1990, Amplification and
direct sequencing of fungal ribosomal BNA genes for
plivlogenetics. In: Innis MA, Gelfand DH. Sninsky ] ).
White T]. eds. PUCR protocols: A guide 1o methods and
applications, San Diego, Califomia: Academic Pres,
p 315323,

Waollenweber TIW. 1941, [hpladia commenfornm Fries and
ihre Verbreitung. Zentralbl Bakieriol Parasitendk
10347957,

Young ND, Healy |, 3003, GapCoder amomares the wse of
indel characters in phvlogenetic analysis, BMC Bioin-
formatics 4 art. 6,

Lhon 5, Sunosz GR. 2001, Relatonships among Sotryoe-
spharrin specics and asociated  anomorphic Tungi
inferred from the analses of ITS and 58 rDNA
sequences. Mycologia 95:516-527.

225







