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Efectos de tres fungicidas sobre 11 especies
de hongos asociados al decaimiento de la vid

N. Lopez, H. Mufioz, L. Martin, M.T. Martin (Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn, Zamadue-
Aas, Valladolid, Espafa).

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 seriatay
Phaeoacremonium aleophilum crecieron en mas de un 50%. La suma de las dos materias activas
presentes en Escudo® resulto en una mayor o menor inhibicion para todos los aislados
estudiados. En los ensayos sobre secciones de sarmientos en ausencia de fungicidas se
observo la propagacion de D. seriata, Diplodia mutila, B. dothidea, Dothiorella iberica, Neofusicoccum
parvum, Cylindrocarpon pauciseptatumy Eutypa lataa lo largo del tejido lefioso en el 75% o mas
de los sarmientos. Se confirma el mayor efecto inhibidor de carbendazima que de flusilazol
asi 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.

INTRODUCCION

El decaimiento de la vid es un nombre genérico que agrupa varias enfermedades o sintomatologias, y que esta asociado a un conjunto de hongos
fitopatdgenos. En plantas adultas las principales enfermedades son la yesca, la eutipiosis y el brazo negro muerto, en plantaciones jovenes se
ha descrito la enfermedad de Petri y el pie negro. El decaimiento de Ia vid es un problema creciente en todo el mundo, incluidas las distintas
zonas vitivinicolas de Espaiia (Armenco y col. 2001, Marrin y Cosos, 2007). Los sintomas foliares no aparecen todos los afios y su expresion
parece depender de factores externos. Por lo cual plantas aparentemente sanas sirven como reservoir de patdgenos que se transmiten de
una planta a otra. La mayoria 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 manipulacion que implican los procesos de multiplicacion 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 circulacion de la savia (Pascoe, 2000) y provocan la pudricion de la madera. Ademas de estos dafios
especies como Eutypa lata, Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum y algunas Botryosphaeriaceae spp. son capaces
de producir fitotoxinas (AnboLri y col., 2011). Por todo ello el dafio que causan conduce a una mayor o menor reduccion en la produccion
anual de uva y en su calidad. Pero es importante sefialar que a diferencia de enfermedades fiingicas foliares como el oidio, el mildiu y la
botritis que causan pérdidas de una campaia, estas enfermedades dafian la madera progresivamente hasta causar la muerte de la planta.
Hay mas de treinta de especies de hongos asociados al decaimiento de la vid, algunas como P. chlamydospora, P. aleophilumy Diplodia seriata
han sido descritas en todas las zonas vitivinicolas mundiales. Otras parecen estar mas circunscritas a determinadas zonas o continentes. Las
especies mas frecuentes en Espaiia ademas de las tres citadas anteriormente son Neofusicoccum parvum, Cylindrocarpon macrodidymum,
C. liriodendriy Eutypa lata.

Ademas de tener un problema en la expresion de los sintomas foliares, el elevado niimero de especies asociadas a estas enfermedades, hay
problemas en los tratamientos su penetracion e interaccion con los hongos enddfitos (fitopatogenos o no). Los fungicidas quimicos inhiben
la reproduccion de los hongos impidiendo la germinacion de sus esporas y el crecimiento de su micelio. Jaspers (2001) estudio in vitro

4) PHYTOMA Espafia  N° 251 AGOSTO/SEPTIEMBRE 2013




Transferencia Tecnoldgica

el efecto de 22 fungicidas sobre tres aislados de P. chlamydospora. La mayoria de ellos redujo mas la germinacion 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 inhibicién sobre el crecimiento del micelio que sobre la germinacidn de las esporas. Laukart y col. (2001)
investigaron los efectos de ocho fungicidas en plantas con sintomas de la enfermedad de Petri, de los ocho, el fosfonato fue el que més redujo
los sintomas de la enfermedad. En ltalia, Calzarano y col. (2004) inyectaron triazoles y/o Al fosetil en los troncos de vides con sintomas de
yesca, o0 en el suelo que las rodeaban. Después de siete afios de seguimiento, concluyeron que las inyecciones en el tronco proporcionaron
una mejor proteccion que las aplicaciones al suelo. Darrieutort y Lecomte, 2007 probaron las inyecciones al tronco de derivados de triazol y
otros compuestos, la conclusion fue que el efecto no es significativo ni duradero sobre la remision de eutipiosis o de yesca.

La mayoria de los trabajos realizados estudian varios productos sobre un niimero reducido de especies de hongos asociados al decaimiento de
la vid. Este trabajo presenta la eficacia in vifroy 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 realizé el estudio por separado de las dos materias activas de Escudo® que

son carbendazima y flusilazol.

Materiales y métodos

Aislados fdngicos estudiados: Se utilizaron dos
aislados por cada una de las 11 especies estu-
diadas (Tabla 1). Se compraron sgis aislados CBS
(Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht,
Holanda) D. seriata, D. mutila, Botryosphaeria
dothidea, Neofusicoccum parvum P. chlamydos-
poray P. aleophilum. El aislado E. /ata ST 309 fue
cedido por J.P. Péros (INRA, Francia). Los demas
aislados proceden de nuestra coleccion.
Fungicidas. Escudo® (DuPont, productos agrico-
las, Barcelona), es un fungicida que resulta de la
combinacién de flusilazol (5 g/I) y carbendazima
(10 g/1). En paralelo se realizaron ensayos con car-
bendazima (Eurozim-50; Probelte, Madrid) utilizan-
do una solucion 10 g/I, y ensayos con flusilazol
(Nustar® 40EX, DuPont Ibérica Barcelona) utilizado
en soluciéna5 g/l.

Medios de cultivo: Los 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 afiadi6 clo-
ranfenicol a 0,25 g/I (Sigma, St. Louis, Missouri,
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 concentracion que
se encuentran en el formulado Escudo®, es decir
10 g/l'y 5 g/l de glicerol al 50%, respectivamente.
Las placas MEA fueron divididas en dos seccio-
nes, una de 1/3 y la otra de 2/3 de su drea. Los
fungicidas (150 pl) se extendieron sobre 1/3 de la
placa. Se dejaron penetrar unas horas y después
se deposité en el centro de cada zona un trozo de
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Figura 1. A) Grafico 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 dias a 25 °C.

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 laplaca) y el efecto de la difusion del fungicida,
a unos centimetros, de distancia (2/3 de la placa)
que sirvio como control. Para calcular el efecto del
fungicida sobre el crecimiento de los hongos se
tuvo en cuenta el didmetro medio de crecimiento
en contacto directo tomado a los 10 dias para las
especies de Botryosphaeriaceae, 30 dias para las
especies del genero Cylindrocarpony E. latay 40
dias para P. chlamydosporay P. aleophilum. Cada
aislado se sembrd en dos placas por fungicida; co-
mo control de crecimiento se sembraron dos placas
sin fungicida. Se realizaron dos repeticiones de
cada ensayo. Gon carbendazima y flusilazol se rea-
lizaron también ensayos en placa afiadiendo la so-
lucion fungicida en el medio de cultivo atemperado
y se repartio en las placas Petri que se sembraron
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una vez solidificado el medio. Todas las placas se
mantuvieron a 25°C en la oscuridad. El crecimiento
radial del micelio (mm) se midi6 en dos direcciones
perpendiculares con regularidad cada 1-2 dias para
las especies de Botryosphaeriaceae, cada 3 dias
para las especies de Cylindrocarpony E. latay
cada 6 dias para las especies de crecimiento lento
P. chlamydosporay P. aleophilum. En los casos en
l0s que no hubo crecimiento ni en contacto directo,
ni a distancia se transfirieron los indculos a medio
PDA sin fungicidas, con el fin de determinar si la
actividad del fungicida tiene efecto fungistético o
fungicida. Las placas se incubaron como anterior-
mente 25°C, oscuridad durante 30 o 40 dfas. En
ausencia de crecimiento se considerd que el efecto
fue fungicida, por el contrario cuando el micelio
crecio, el efecto se considerd fungistético, tras la
comprobacion del crecimiento positivo en ausencia
de fungicida.
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Lugar de procedencia
Sarmiento

Especie Nombre aislade
Lhipdondies seviona T3S 71983
YHIT-1-1c
Diplodie metila CRS 43182
¥hi-1-1a
Bovevoslaeria dothices CRS 110302
¥0T-u-1
Neafisicacennn porcim CIS L300
¥ 2-7-1¢
Dshioretla thevica Y112
TP46-5-3
Plrisiscic resmaninm afeaphifnm. (RS 61194
Y§2-2-5

Frravomonicia ohlamdugporg CR5 23974
T38-8-1

Y111-7-2a
Y160-39-T¢

Crlfinedrocarpeat Hriodendri

Cvlindrocepat macedidmn Y242-1-2a

¥134-4-1u
Cvlindrocarpon puncisepiatum S20-3-2a

S21-4-1a
Esbvpnt fner ST 309

Y2494 |h

Mueva Lelanda
Tierra Vino Zamara

Hulandu
Arnibies Thiero

TPorrlugal
Lxtremadura

Partugal
Latremadura

Riberitale Dogra
Walladolid

Crecimiento
fingico

N

Inoculacion

Talia
Morales. Toro

Sarmiento descortezado

Califormia, Cstadas Lnidos
Yalle Benavene

Arnihes de Dueto
La hlamelia

e

Rueda
Vivern

Salamanea

Cortes Transversal y longitudinal

Seis astillas en medio de
cultivo MEA de las que
crece micelio

Salumunua

Frunvia
[erru Vino Zamoca

Tabla 1. Nombres de especies y aislados fiingicos y su procedencia

estudiados es este trabajo.

Secciones de sarmiento: Se utilizaron sarmien-
tos de variedad Tempranillo. Los sarmientos se
cortaron en secciones de 15-20 cm, dejando dos
nudos por seccién. Se lavaron y secaron bajo luz
ultravioleta.

Ensayos sobre sarmiento: En el ensayo con las
secciones de sarmiento, se realizd un corte fresco
sobre el que se aplicd 50 wl de fungicida o agua
esteril y posteriormente se indculo con cada aislado
0 solo con agar (Figura 2). La herida se cubri6
con Parafilm®. Para cada ensayo se incluyeron diez
réplicas. Se dejaron los sarmigntos a 22°C durante
uno a tres meses. Se cortaron los sarmientos 1 ¢m
por encima de la inoculacion y se colocaron seis
astillas de cada corte en placas MEA. Se incuba-
ron a 25 °C hasta que los hongos crecieron y se
identificaron morfoldgica o molecularmente (MarTin
y Gogos, 2007).

Andlisis estadistico: Los resultados de los en-
sayos se sometieron a un andlisis de la varianza
ANOVA y se compararon los tratamientos mediante
una prueba de T-Bonferroni (Dunn) con un nivel
significativo del 5%.

i

Figura 2. Procedimiento de inoculacion y anélisis de las secciones de sar-
miento de vid. Seccidn de unos 15-20 cm con dos nudos, herida sobre la que
se extendio el fungicida, se coloco el micelio y se sello. Tras la incubacion se

descortezo, se realizaron cortes transversales y longitudinales y se pusieron

Resultados

Ensayos en placa Petri

En los ensayos en placa Petri se midic 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 combinacion (Escudo®).
En la Figura 1 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, observan-
dose un gradiente de difusion de la materia activa
que provoca un mayor desarrollo del hongo en la
parte mds distal de la zona de aplicacion. La Tabla
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 consideré como el creci-
miento 100%, y sirvi6 para calcular el crecimiento
en presencia de las distintas materias activas.
Carbendazima inhibié completamente el creci-
miento de P. chlamydospora, de las tres especies
de Cylindrocarpon ensayadas y redujo significati-
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6 astillas en placas de cultivo MEA, de las que crecieron los micelios del
hongo inoculado.

vamente (p <0,05) el crecimiento de los demas es-
pecies ensayadas. Flusilazol impidi6 el crecimiento
de E. latay P. chlamydospora; redujo el crecimiento
de D. mutila, N. parvum, C. pauciseptatum en mas
del 75%. Sin embargo, permitic el crecimiento en-
tre 42-55% de D. seriata, B. dothidea, Dothiorella
iberica, C. liriodendriy C. macrodidymum y de P.
aleophilum en un 74%. Escudo® causé una inhi-
bicion completa del crecimiento de £. fata, P. chia-
mydospora, y 1as tres especies de Cylindrocarpon.
La inhibicion del crecimiento de las demés aislados
fue mayor con la combinacion de las dos materias
activas que con cada una de ellas por separado.

Carbendazima actud como fungistdtico sobre
P. chlamydospora. Flusilazol s6lo actu6 como fun-
gicida sobre E. Jatay tuvo un efecto fungistatico
sobre P. chlamydospora. Escudo® actué como
fungistatico sobre P. chlamydospora sin embargo
su efecto fue fungicida sobre E. /ata confirmando
los resultados obtenidos con las materias activas
utilizadas individualmente.

Los resultados obtenidos en los ensayos rea-
lizados con las materias activas carbendazima y
flusilazol, afiadidas al medio de cultivo atemperado
fueron iguales a los obtenidos en la 1/3 parte de
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Especie Cuntrol Carhendazim Flusilazol Escudw® esperie Control  Carbendaszim  Flusilacol  Escudo®
Dipludict seriotg I +0d 45+ L8 152-14 470
[ LR e 17%nh [53%uh ¢17%h Iiptoddian serice 59.2+6.7 28.3+10 A3 8+10 1383
a b b b
Piplodic il ME£14 16£05 SLE23 1.2=10.% -
{10 1% (21%ih {340h Dhipledios mutilo ROLBLES 4.2-42 34,2010 B216.7
a ¢ b b
Bertrvosphavei EREEIE | EAER.] 142=106 IE=03 . = < -
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Tabla 2. Crecimiento medio del micelio, su desviacién estandar y el
porcentaje de crecimiento en comparacion con el control (100%) de cada
especie en presencia de Escudo®, carbendazima y flusilazol en las placas
MEA. La letra miniiscula (a o b) indican si los valores obtenidos son

significativamente diferentes (o = 0,05).

la placas en las que el fungicida esta en contacto
directo con el micelio de los aislados ensayados
en este estudio.

Ensayos en sarmientos

Los resultados obtenidos sobre el ensayo en sar-
mientos se recogen en la (Tabla 3). Enalgunos casos
después de la inoculacidn se observo micelio flngi-
co en los extremos del sarmiento y el interior de la
madera después de retirar la corteza (ver detalle en
Figura 2). Los cortes transversales y longitudinales
mostraron las tipicas 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. pauciseptatumy E. lata se
re-aislo el hongo inoculado en las condiciones de
control (sin fungicida). Sin embargo en las mismas
condiciones P. aleophilum, P. chlamydospora, C.
liriodendriy C. macrodidymum solo crecieron en
aproximadamente la mitad de los sarmientos. Se
comparo el valor obtenido en presencia de cada fun-
gicida en funcion de los 20 sarmientos inoculados
inicialmente por especie de hongo contando para ca-
da uno de los sarmientos el numero de astillas de las

Tabla 3. Crecimiento en sarmiento de las distintas especies de hongos

que crecio el hongo inoculado (0-6) que se expreso
en porcentaje. Carbendazim permitio el crecimiento
de C. liriodendrial 23,3% redujo por completo el
desarrollo de P. chlamydosporay dejo el crecimiento
de las demds especies entre un 4,2% a un 28,3%.
Flusilazol estimul6 el desarrollo de C. /iriodendri,
permitio el crecimiento de P. aleophilum, C. macro-
didymumy C. pauciseptatum a niveles similares al
control sin fungicida. Sin embargo flusilazol inhibid
por completo el crecimiento de P. chlamydospora.
En general este compuesto permitic el crecimiento
de las distintas especies en porcentajes superiores
a los observados en presencia de carbendazim. En
presencia de Escudo® se observe 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 ninguin caso permitié el crecimiento en
mas del 15% de las astillas analizadas procedentes
de los sarmientos inoculados.

Discusion

Escudo®, carbendazima y flusilazol tuvieron efec-
to inhibidor en el desarrollo de los micelios D.
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estudiadas frente a las dos materias activas y su mezcla. El porcentaje de
crecimiento se calculo sumando el nimero de astillas de las que crecio
el hongo inoculado con respecto al total de astillas por especie. La letra
miniscula (a o b) indica si los valores obtenidos son significativamente
diferentes (o = 0,05).

seriata, D. mutila, B. dothidea, N. parvum, Do.
iberica, C. pauciseptatumy E. lata que crecieron
al menos en el 75% de los sarmientos en ausencia
de fungicida. Flusilazol fue la materia activa de
menor efecto inhibidor. Los datos obtenidos /in
vitro'y en sarmientos estdn correlacionados. P.
chlamydospora, P. aleophilum, C. liriodendriy 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 asi también
existe cierta correlacion entre los dos ensayos
y se confirma que flusilazol tiene menos efecto
inhibidor que carbendazima. Esto permitiria con-
cluir que Escudo® tienen un cierto efecto inhibidor
sobre el desarrollo de las especies estudiadas. Los
dos métodos utilizados dan resultados concor-
dantes, son faciles de manejar y pueden aplicarse
a estudios comparativos de sustancias quimicas
para el control de patdgenos. También puede ser
un complemento en ensayos de comparacion de
virulencia entre diferentes cepas de una misma
especie patdgena o en ensayos de sensibilidad
0 tolerancia de cultivares a distintos patdgenos,
antes o en paralelo a los arduos e indispensables
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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
mayoria de los aislados fueron més sensibles a
carbendazima que a flusilazol. En presencia de Es-
cudo®, el crecimiento de todas las cepas se redujo
aun més que con cualquiera de las dos compuestos
quimicos por separado revelando efecto sinérgico.
La eficacia y el efecto sinérgico entre la carbenda-
zima y flusilazol fueron también descritos sobre
C. destructans por (Reco y col., 2006). En algunos
casos el efecto de las materias activas fue fungisté-
tico. Sugiriendo que P. chlamydospora por ejemplo
podria ser de nuevo activo después de 6-8 semanas
que permanecen activos los productos quimicos
estudiados. Otra limitacién 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 Espafia ya no esta autorizado el uso de Escudo®,
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que se promociond como fungicida para extender
sobre las heridas de poda.

Pese atodo el desarrollo de estrategias de con-
trol contra las enfermedades de decaimiento de la
vid no ha hecho mas que empezar. Los esfuerzos
centrados en el control de plantas jévenes (enfer-
medad de Petri y pie negro) a nivel de investigacion
ha aportado mejoras (Fourie y HaLLEeN, 2004, Gra-
maJE Y col., 2009) que podran integrar los viveristas
en los procesos de multiplicacion para producir
planta mas sana en cuanto a estas enfermedades.
Estos métodos integran distintos tratamientos tal
como el cloruro de didecildimetilamonio, benomilo,
acido fofdrico, diferentes formulados de Trichoder-
ma spp. y bacterias, 0 agua caliente (30 min a 50
°C) en los pasos de hidratacion de los esquejes.
También se propone sumergir el material de siem-
bra en carbendazima. Estos tratamientos reducen la
infeccion por P. chlamydosporay 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 linea de
produccion de plantas.

El oscurecimiento del floema tras la inocula-
cion e incubacion de las especies de Botryosphage-
riaceae indicarfa una de sus formas iniciales de
propagacion. También se ha observado oscureci-
miento en el xilema en las inoculaciones con P.
chlamydosporay P. aleophilum que confirman los
resultados publicados por Sparapano y col. (2000).
Seria interesante realizar un seguimiento mas con-
creto sobre este aspecto y ver como evolucionan las
sintomatologia y las interacciones planta/patgeno
con este sencillos métodos.
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