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INTRODUCCIÓN

El decaimiento de la vid es un nombre genérico que agrupa varias enfermedades o sintomatologías, y que esta asociado a un conjunto de hongos 
fitopatógenos. En plantas adultas las principales enfermedades son la yesca, la eutipiosis y el brazo negro muerto, en plantaciones jóvenes se 
ha descrito la enfermedad de Petri y el pie negro. El decaimiento de la vid es un problema creciente en todo el mundo, incluidas las distintas 
zonas vitivinícolas de España (ARMENGOL y col. 2001, MARTÍN y COBOS, 2007). Los síntomas foliares no aparecen todos los años y su expresión 
parece depender de factores externos. Por lo cuál plantas aparentemente sanas sirven como reservoir de patógenos que se transmiten de 
una planta a otra. La mayoría de estos hongos producen esporas que son transportadas por el agua y el viento hasta heridas de otras plantas 
susceptibles. El decaimiento de la vid también se transmite a través de la manipulación que implican los procesos de multiplicación de plantas 
en viveros (FOURIE y HALLEEN, 2004). Los hongos asociados a estas enfermedades se desarrollan preferentemente en o entorno al floema y al 
xilema, obstruyen los vasos, impiden la circulación de la savia (PASCOE, 2000) y provocan la pudrición de la madera. Además de estos daños 
especies como Eutypa lata, Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum y algunas Botryosphaeriaceae spp. son capaces 
de producir fitotoxinas (ANDOLFI y col., 2011). Por todo ello el daño que causan conduce a una mayor o menor reducción en la producción 
anual de uva y en su calidad. Pero es importante señalar que a diferencia de enfermedades fúngicas foliares como el oidio, el mildiu y la 
botritis que causan pérdidas de una campaña, estas enfermedades dañan la madera progresivamente hasta causar la muerte de la planta.
Hay más de treinta de especies de hongos asociados al decaimiento de la vid, algunas como P. chlamydospora, P. aleophilum y Diplodia seriata 
han sido descritas en todas las zonas vitivinícolas mundiales. Otras parecen estar más circunscritas a determinadas zonas o continentes. Las 
especies más frecuentes en España además de las tres citadas anteriormente son Neofusicoccum parvum, Cylindrocarpon macrodidymum, 

C. liriodendri y Eutypa lata.

Además de tener un problema en la expresión de los síntomas foliares, el elevado número de especies asociadas a estas enfermedades, hay 
problemas en los tratamientos su penetración e interacción con los hongos endófitos (fitopatógenos o no). Los fungicidas químicos inhiben 
la reproducción de los hongos impidiendo la germinación de sus esporas y el crecimiento de su micelio. Jaspers (2001) estudio in vitro 

En este trabajo se presentan los efectos de carbendazima (Eurozim-50), flusilazol (Nustar®) 

y carbendazima-flusilazol (Escudo®), sobre 11 especies de hongos asociados al decaimiento 

de la vid. Los experimentos se realizaron en placas Petri en medio de cultivo agar-extracto 

de malta (MEA) y se puso a punto un método de estudio sobre secciones de sarmientos. 

En placas con MEA y en presencia de carbendazima el crecimiento de todos los aislados se 

redujo significativamente. En presencia de flusilazol Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata y 

Phaeoacremonium aleophilum crecieron en más de un 50%. La suma de las dos materias activas 

presentes en Escudo® resulto en una mayor o menor inhibición para todos los aislados 

estudiados. En los ensayos sobre secciones de sarmientos en ausencia de fungicidas se 

observó la propagación de D. seriata, Diplodia mutila, B. dothidea, Dothiorella iberica, Neofusicoccum 

parvum, Cylindrocarpon  pauciseptatum y Eutypa lata a lo largo del tejido leñoso en el 75% o más 

de los sarmientos. Se confirma el mayor efecto inhibidor de carbendazima que de flusilazol 

así como el mayor efecto inhibidor de Escudo®. Estos datos validan ambos ensayos para el 

estudio de distintos productos sobre los hongos asociados al decaimiento de la vid.

Vid.....
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Materiales y métodos

Aislados fúngicos estudiados: Se utilizaron dos 

aislados por cada una de las 11 especies estu-

diadas (Tabla 1). Se compraron seis aislados CBS 

(Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, 

Holanda) D. seriata, D. mutila, Botryosphaeria 

dothidea, Neofusicoccum parvum P. chlamydos-

pora y P. aleophilum. El aislado E. lata ST 309 fue 

CEDIDO฀POR฀*�0�฀0£ROS฀�).2!�฀&RANCIA	�฀,OS฀DEMÖS฀
aislados proceden de nuestra colección. 

Fungicidas: Escudo® (DuPont, productos agríco-

las, Barcelona), es un fungicida que resulta de la 

combinación de flusilazol (5 g/l) y carbendazima 

(10 g/l). En paralelo se realizaron ensayos con car-

bendazima (Eurozim-50; Probelte, Madrid) utilizan-

do una solución 10 g/l, y ensayos con flusilazol 

�.USTAR® 40EX, DuPont Ibérica Barcelona) utilizado 

en solución a 5 g/l.

Medios de cultivo�฀,OS฀MEDIOS฀DE฀CULTIVO฀UTI

lizados fueron Agar-extracto de malta (MEA) y agar 

patata-dextrosa (PDA) proporcionados por Merck 

(Darmstadt, Alemania). A los que se añadió clo-

RANFENICOL฀A฀����฀G�L฀�3IGMA�฀3T�฀,OUIS�฀-ISSOURI�฀
EE.UU.).

Ensayos en placa Petri: Escudo® es un produc-

to denso y fue necesario diluirlo al 50% para su uso 

en los ensayos in vitro. Tampoco fue facil su uso 

dentro del medio de cultivo por lo que fue necesa-

rio usarlo extendiéndolo por encima del medio de 

cultivo como si se tratase de una herida de poda. 

En los ensayos, de carbendazima y de flusilazol 

estos fungicidas se usaron a las concentración que 

se encuentran en el formulado Escudo®, es decir 

10 g/l y 5 g/l de glicerol al 50%, respectivamente. 

,AS฀PLACAS฀-%!฀FUERON฀DIVIDIDAS฀EN฀DOS฀SECCIO

NES�฀UNA฀DE฀���฀Y฀LA฀OTRA฀DE฀���฀DE฀SU฀ÖREA�฀,OS฀
fungicidas (150 µl) se extendieron sobre 1/3 de la 

placa. Se dejaron penetrar unas horas y después 

se depositó en el centro de cada zona un trozo de 

agar con micelio del asilado correspondiente. De 

esta manera en una misma placa se pudo valorar 

el efecto  directo del fungicida sobre el micelio (1/3 

de la placa) y el efecto de la difusión del fungicida, 

a unos centímetros, de distancia (2/3 de la placa) 

que sirvió como control. Para calcular el efecto del 

fungicida sobre el crecimiento de los hongos se 

TUVO฀EN฀CUENTA฀EL฀DIÖMETRO฀MEDIO฀DE฀CRECIMIENTO฀
en contacto directo tomado a los 10 días para las 

especies de Botryosphaeriaceae, 30 días para las 

especies del genero Cylindrocarpon y E. lata y 40 

días para P. chlamydospora y P. aleophilum. Cada 

aislado se sembró en dos placas por fungicida; co-

mo control de crecimiento se sembraron dos placas 

sin fungicida. Se realizaron dos repeticiones de 

cada ensayo. Con carbendazima y flusilazol se rea-

lizaron también ensayos en placa añadiendo la so-

lución fungicida en el medio de cultivo atemperado 

y se repartió en las placas Petri que se sembraron 

una vez solidificado el medio. Todas las placas se 

MANTUVIERON฀A฀���#฀EN฀LA฀OSCURIDAD�฀%L฀CRECIMIENTO฀
radial del micelio (mm) se midió en dos direcciones 

perpendiculares con regularidad cada 1-2 días para 

las especies de Botryosphaeriaceae, cada 3 días 

para las especies de Cylindrocarpon y E. lata y 

cada 6 días para las especies de crecimiento lento 

P. chlamydospora y P. aleophilum. En los casos en 

los que no hubo crecimiento ni en contacto directo, 

ni a distancia se transfirieron los inóculos a medio 

PDA sin fungicidas, con el fin de determinar si la 

ACTIVIDAD฀DEL฀FUNGICIDA฀TIENE฀EFECTO฀FUNGISTÖTICO฀O฀
FUNGICIDA�฀,AS฀PLACAS฀SE฀INCUBARON฀COMO฀ANTERIOR

MENTE฀���#�฀OSCURIDAD฀DURANTE฀��฀O฀��฀D¤AS�฀%N฀
ausencia de crecimiento se consideró que el efecto 

fue fungicida, por el contrario cuando el micelio 

CRECI��฀EL฀EFECTO฀SE฀CONSIDER�฀FUNGISTÖTICO�฀TRAS฀LA฀
comprobación del crecimiento positivo en ausencia 

de fungicida.
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el efecto de 22 fungicidas sobre tres aislados de P. chlamydospora. La mayoría de ellos redujo más la germinación de las esporas que el 
crecimiento del micelio. También in vitro Rego y col., (2006) compararon 14 fungicidas sobre cuatro aislados de Cylindrocarpon destructans. 

Estos fungicidas produjeron mayor inhibición sobre el crecimiento del micelio que sobre la germinación de las esporas. Laukart y col. (2001) 
investigaron los efectos de ocho fungicidas en plantas con síntomas de la enfermedad de Petri, de los ocho, el fosfonato fue el que más redujo 
los síntomas de la enfermedad. En Italia, Calzarano y col. (2004) inyectaron triazoles y/o Al fosetil en los troncos de vides con síntomas de 
yesca, o en el suelo que las rodeaban. Después de siete años de seguimiento, concluyeron que las inyecciones en el tronco proporcionaron 
una mejor protección que las aplicaciones al suelo. Darrieutort y Lecomte, 2007 probaron las inyecciones al tronco de derivados de triazol y 
otros compuestos, la conclusión fue que el efecto no es significativo ni duradero sobre la remisión de eutipiosis o de yesca.
La mayoría de los trabajos realizados estudian varios productos sobre un número reducido de especies de hongos asociados al decaimiento de 
la vid. Este trabajo presenta la eficacia in vitro y en secciones de sarmiento de un protector de heridas de poda (Escudo®) sobre 11 especies 
de hongos asociados al decaimientos de la vid. En paralelo se realizó el estudio por separado de las dos materias activas de Escudo® que 
son carbendazima y flusilazol.

Figura 1. A) Gráfico del crecimiento de Diplodia seriata en ausencia de fungicida (control), en presencia 
de Escudo®, carbendazima o flusilazol. B) Fotos de placas MEA en ausencia de fungicida, en presencia 
de Escudo®, carbendazima o flusilazol (de izquierda a derecha) del crecimiento de D. seriata a los 
20 días a 25 ºC.
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Secciones de sarmiento: Se utilizaron sarmien-

TOS฀DE฀VARIEDAD฀4EMPRANILLO�฀,OS฀SARMIENTOS฀SE฀
cortaron en secciones de 15-20 cm, dejando dos 

nudos por sección. Se lavaron y secaron bajo luz 

ultravioleta.

Ensayos sobre sarmiento: En el ensayo con las 

secciones de sarmiento, se realizó un corte fresco 

sobre el que se aplicó 50 l de fungicida o agua 

esteril y posteriormente se inóculo con cada aislado 

O฀SOLO฀CON฀AGAR฀�&IGURA฀�	�฀,A฀HERIDA฀SE฀CUBRI�฀
con Parafilm®. Para cada ensayo se incluyeron diez 

R£PLICAS�฀3E฀DEJARON฀LOS฀SARMIENTOS฀A฀���#฀DURANTE฀
uno a tres meses. Se cortaron los sarmientos 1 cm 

por encima de la inoculación y se colocaron seis 

astillas de cada corte en placas MEA. Se incuba-

RON฀A฀��฀�#฀HASTA฀QUE฀LOS฀HONGOS฀CRECIERON฀Y฀SE฀
identificaron morfológica o molecularmente (MARTIN 

y COBOS, 2007).

Análisis estadístico�฀,OS฀RESULTADOS฀DE฀LOS฀EN-

SAYOS฀SE฀SOMETIERON฀A฀UN฀ANÖLISIS฀DE฀LA฀VARIANZA฀
!./6!฀Y฀SE฀COMPARARON฀LOS฀TRATAMIENTOS฀MEDIANTE฀
una prueba de T-Bonferroni (Dunn) con un nivel 

significativo del 5%. 

Resultados

Ensayos en placa Petri

En los ensayos en placa Petri se midió el crecimien-

to del micelio de los distintos aislados en ausencia 

y en presencia de las dos materias activas (flusila-

zol y carbendazima) y su combinación (Escudo®). 

%N฀LA฀&IGURA฀�฀SE฀MUESTRAN฀LAS฀CURVAS฀OBTENIDAS฀
con las medias de los crecimientos en ausencia y 

presencia de fungicidas, para el aislado D. seriata 

CBS719.85. El crecimiento en contacto directo fue 

MENOR฀QUE฀EL฀CRECIMIENTO฀A฀DISTANCIA�฀OBSERVÖN-

dose un gradiente de difusión de la materia activa 

que provoca un mayor desarrollo del hongo en la 

PARTE฀MÖS฀DISTAL฀DE฀LA฀ZONA฀DE฀APLICACI�N�฀,A฀4ABLA฀
2 muestra los resultados obtenidos con todas las 

combinaciones ensayadas. En todos los casos el 

crecimiento obtenido en las placas de control en 

ausencia de fungicida, se consideró como el creci-

miento 100%, y sirvió para calcular el crecimiento 

en presencia de las distintas materias activas. 

Carbendazima inhibió completamente el creci-

miento de P. chlamydospora, de las tres especies 

de Cylindrocarpon ensayadas y redujo significati-

VAMENTE฀�P฀�����	฀EL฀CRECIMIENTO฀DE฀LOS฀DEMÖS฀ES-

PECIES฀ENSAYADAS�฀&LUSILAZOL฀IMPIDI�฀EL฀CRECIMIENTO฀
de E. lata y P. chlamydospora; redujo el crecimiento 

de D. mutila, N. parvum, C. pauciseptatum฀EN฀MÖS฀
del 75%. Sin embargo, permitió el crecimiento en-

tre 42-55% de D. seriata, B. dothidea, Dothiorella 

iberica, C. liriodendri y C. macrodidymum y de P. 

aleophilum en un 74%. Escudo® causó una inhi-

bición completa del crecimiento de E. lata, P. chla-

mydospora, y las tres especies de Cylindrocarpon. 

,A฀INHIBICI�N฀DEL฀CRECIMIENTO฀DE฀LAS฀DEMÖS฀AISLADOS฀
fue mayor con la combinación de las dos materias 

activas que con cada una de ellas por separado. 

#ARBENDAZIMA฀ACTU�฀COMO฀FUNGISTÖTICO฀SOBRE฀
P. chlamydospora�฀&LUSILAZOL฀S�LO฀ACTU�฀COMO฀FUN-

gicida sobre E. lata฀Y฀TUVO฀UN฀EFECTO฀FUNGISTÖTICO฀
sobre P. chlamydospora. Escudo® actuó como 

FUNGISTÖTICO฀SOBRE฀P. chlamydospora sin embargo 

su efecto fue fungicida sobre E. lata confirmando 

los resultados obtenidos con las materias activas 

utilizadas individualmente.

,OS฀RESULTADOS฀OBTENIDOS฀EN฀LOS฀ENSAYOS฀REA-

lizados con las materias activas carbendazima y 

flusilazol, añadidas al medio de cultivo atemperado 

fueron iguales a los obtenidos en la 1/3 parte de 

Transferencia TecnológicaVid...

Tabla 1. Nombres de especies y aislados fúngicos y su procedencia 
estudiados es este trabajo.

Figura 2. Procedimiento de inoculación y análisis de las secciones de sar-
miento de vid. Sección de unos 15-20 cm con dos nudos, herida sobre la que 
se extendió el fungicida, se coloco el micelio y se sello. Tras la incubación se 
descortezó, se realizaron cortes transversales y longitudinales y se pusieron 
6 astillas en placas de cultivo MEA, de las que crecieron los micelios del 
hongo inoculado.
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la placas en las que el fungicida esta en contacto 

directo con el micelio de los aislados ensayados 

en este estudio. 

Ensayos en sarmientos

,OS฀RESULTADOS฀OBTENIDOS฀SOBRE฀EL฀ENSAYO฀EN฀SAR-
mientos se recogen en la (Tabla 3). En algunos casos 

después de la inoculación se observó micelio fúngi-

co en los extremos del sarmiento y el interior de la 

madera después de retirar la corteza (ver detalle en 

&IGURA฀�	�฀,OS฀CORTES฀TRANSVERSALES฀Y฀LONGITUDINALES฀
mostraron las típicas zonas oscuras y vasos obstrui-

dos. Del 75 al 100% de las secciones de sarmiento 

inoculados con D. seriata, D. mutila, B. dothidea, N. 

parvum, Do. iberica, C. pauciseptatum y E. lata se 

re-aisló el hongo inoculado en las condiciones de 

control (sin fungicida). Sin embargo en las mismas 

condiciones P. aleophilum, P. chlamydospora, C. 

liriodendri y C. macrodidymum solo crecieron en 

aproximadamente la mitad de los sarmientos. Se 

comparo el valor obtenido en presencia de cada fun-

gicida en función de los 20 sarmientos inoculados 

inicialmente por especie de hongo contando para ca-

da uno de los sarmientos el numero de astillas de las 

que creció el hongo inoculado (0-6) que se expreso 

en porcentaje. Carbendazim permitió el crecimiento 

de C. liriodendri al 23,3% redujo por completo el 

desarrollo de P. chlamydospora y dejo el crecimiento 

DE฀LAS฀DEMÖS฀ESPECIES฀ENTRE฀UN฀����฀A฀UN฀������฀
&LUSILAZOL฀ESTIMUL�฀EL฀DESARROLLO฀DE฀C. liriodendri, 

permitió el crecimiento de P. aleophilum, C. macro-

didymum y C. pauciseptatum a niveles similares al 

control sin fungicida. Sin embargo flusilazol inhibió 

por completo el crecimiento de P. chlamydospora. 

En general este compuesto permitió el crecimiento 

de las distintas especies en porcentajes superiores 

a los observados en presencia de carbendazim. En 

presencia de Escudo® se observó un efecto sinér-

gico entre carbendazim y flusilazol que dio como 

resultado la ausencia de desarrollo de N. parvum, P. 

chlamydospora, C. liriodendri, y C. macrodidymum. 

Escudo® en ningún caso permitió el crecimiento en 

MÖS฀DEL฀���฀DE฀LAS฀ASTILLAS฀ANALIZADAS฀PROCEDENTES฀
de los sarmientos inoculados.

Discusión

Escudo®, carbendazima y flusilazol tuvieron efec-

to inhibidor en el desarrollo de los micelios D. 

seriata, D. mutila, B. dothidea, N. parvum, Do. 

iberica, C. pauciseptatum y E. lata que crecieron 

al menos en el 75% de los sarmientos en ausencia 

DE฀FUNGICIDA�฀&LUSILAZOL฀FUE฀LA฀MATERIA฀ACTIVA฀DE฀
MENOR฀EFECTO฀INHIBIDOR�฀,OS฀DATOS฀OBTENIDOS฀in 

vitro฀Y฀EN฀SARMIENTOS฀ESTÖN฀CORRELACIONADOS�฀P. 

chlamydospora, P. aleophilum, C. liriodendri y C. 

macrodidymum solo crecieron en el 25,0-40,8% 

de los sarmientos control por lo que los resultados 

en presencia de Escudo®, carbendazima o flusila-

zol son menos representativos. Aun así también 

existe cierta correlación entre los dos ensayos 

y se confirma que flusilazol tiene menos efecto 

inhibidor que carbendazima. Esto permitiría con-

cluir que Escudo® tienen un cierto efecto inhibidor 

SOBRE฀EL฀DESARROLLO฀DE฀LAS฀ESPECIES฀ESTUDIADAS�฀,OS฀
dos métodos utilizados dan resultados concor-

DANTES�฀SON฀FÖCILES฀DE฀MANEJAR฀Y฀PUEDEN฀APLICARSE฀
a estudios comparativos de sustancias químicas 

para el control de patógenos. También puede ser 

un complemento en ensayos de comparación de 

virulencia entre diferentes cepas de una misma 

especie patógena o en ensayos de sensibilidad 

o tolerancia de cultivares a distintos patógenos, 

antes o en paralelo a los arduos e indispensables 

Transferencia TecnológicaVid...

Tabla 2. Crecimiento medio del micelio, su desviación estándar y el 
porcentaje de crecimiento en comparación con el control (100%) de cada 
especie en presencia de Escudo®, carbendazima y flusilazol en las placas 
MEA. La letra minúscula (a o b) indican si los valores obtenidos son 
significativamente diferentes ( = 0,05).

Tabla 3. Crecimiento en sarmiento de las distintas especies de hongos 
estudiadas frente a las dos materias activas y su mezcla. El porcentaje de 
crecimiento se calculo sumando el número de astillas de las que creció 
el hongo inoculado con respecto al total de astillas por especie. La letra 
minúscula (a o b) indica si los valores obtenidos son significativamente 
diferentes (  = 0,05).
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ensayos en campo que autores como Calzarano y 

col., 2004, Rolshausen y Gubler, 2005, Darrieutort 

y Lecomte 2007 han realizado.  

En los estudios en medio de cultivo MEA, la 

mayoría de los aislados fueron más sensibles a 

carbendazima que a flusilazol. En presencia de Es-

cudo®, el crecimiento de todas las cepas se redujo 

aun más que con cualquiera de las dos compuestos 

químicos por separado revelando efecto sinérgico. 

La eficacia y el efecto sinérgico entre la carbenda-

zima y flusilazol fueron también descritos sobre 

C. destructans por (REGO y col., 2006). En algunos 

casos el efecto de las materias activas fue fungistá-

tico. Sugiriendo que P. chlamydospora por ejemplo 

podría ser de nuevo activo después de 6-8 semanas 

que permanecen activos los productos químicos 

estudiados. Otra limitación de estos compuestos 

es la existencia de un gradiente corto (20-30mm en 

una placa MEA) en la eficacia inhibidora sobre la 

mayor parte de las cepas estudiadas. Actualmente 

en España ya no esta autorizado el uso de Escudo®, 

que se promocionó como fungicida para extender 

sobre las heridas de poda.

Pese a todo el desarrollo de estrategias de con-

trol contra las enfermedades de decaimiento de la 

vid no ha hecho más que empezar. Los esfuerzos 

centrados en el control de plantas jóvenes (enfer-

medad de Petri y pie negro) a nivel de investigación 

ha aportado mejoras (FOURIE y HALLEEN, 2004, GRA-

MAJE y col., 2009) que podrán integrar los viveristas 

en los procesos de multiplicación para producir 

planta más sana en cuanto a estas enfermedades. 

Estos métodos integran distintos tratamientos tal 

como el cloruro de didecildimetilamonio, benomilo, 

acido fofórico, diferentes formulados de Trichoder-

ma spp. y bacterias, o agua caliente (30 min a 50 

°C) en los pasos de  hidratación de los esquejes. 

También se propone sumergir el material de siem-

bra en carbendazima. Estos tratamientos reducen la 

infección por P. chlamydospora y P. aleophilum. 

También se ha demostrado que P. chlamydospora 

esta muy relacionado con los fallos de prendimien-

to de injertos, por lo que saber que cualquiera de 

las materias activas utilizadas en este estudio y en 

otros, puede favorecer este punto en la línea de 

producción de plantas.

El oscurecimiento del floema tras la inocula-

ción e incubación de las especies de Botryosphae-

riaceae indicaría una de sus formas iniciales de 

propagación. También se ha observado oscureci-

miento en el xilema en las inoculaciones con P. 

chlamydospora y P. aleophilum que confirman los 

resultados publicados por Sparapano y col. (2000). 

Seria interesante realizar un seguimiento más con-

creto sobre este aspecto y ver como evolucionan las 

sintomatología y las interacciones planta/patógeno 

con este sencillos métodos. 
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