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RESUMEN

La yescay otras enfermedades de la madera de la vid (EMV) son
actualmente una gran preocupacion para el sector vitivinicola
mundial porque causan la muerte prematura de cepas,
limitando los afios de produccién. Los cortes de poda son vias
de entrada para los hongos patégenos asociados a EMV. El
objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de la aplicacién de
formulados comerciales del hongo Trichoderma, considerado un
agente de control biologico (ACB), como tratamiento preventivo
para evitar la infeccién a través de las heridas de poda. Se han
ensayado tres formulados comerciales frente a un control
negativo (no tratado) y un control positivo (metil-tiofanato). El
ensayo se ha realizado en un vifiedo de variedad Tempranillo
cultivado en secano y conducido en vaso, en Villalba de los
Barros (Badajoz). El afio de plantacién fue 2013. El ensayo se
ha repetido durante tres campanas (2020, 2021 y 2022). Se han
recogido muestras de madera a los 30 dias, a los 90 dias y a un
aflo post tratamiento. Por cada tratamiento / aflo y momento
de muestreo se analizaron 20 cepas. Se realiz6 un analisis
microbiolégico de la madera. Se cuantificaron el porcentaje
medio de infeccién (PMI) por hongos causantes de EMV vy el
porcentaje de implantaciéon de Trichoderma spp. El PMI fue
significativamente mayor en el control negativo (16,03 + 2,59)
que en los tratamientos (< 4,5). El porcentaje de implantaciéon
del ACB fue significativamente mayor en los tratamientos con
Trichoderma (50-100%) que en los controles (< 10,0%). No se
encontraron diferencias significativas entre los tres formulados
ensayados. El porcentaje medio de control de la enfermedad fue
del 100% a los 30 y 90 dias post tratamiento, y de entorno al 50%
al afio post-tratamiento. Este trabajo arroja nueva informacion
sobre la eficacia de estos tratamientos en las condiciones de
cultivo de Tierra de Barros.

Palabras clave: Yesca, poda, cepas, Tierra de Barros, agentes de
biocontrol (ACB), Trichoderma

SUMMARY

Esca and other grapevine trunk diseases (GTDs) are currently
a major concern for the global wine industry because they
cause premature death of vines, limiting years of production.
Pruning wounds are pathways for infection of pathogenic fungi
associated with GTDs. The objective of this work is to evaluate
the effect of the application of commercial formulations of the
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Trichoderma fungus, considered a biological control agent (BCA),
as a preventive treatment to avoid infection through pruning
wounds. Three commercial formulations were tested against
a negative control (untreated) and a positive control (methyl-
thiophanate). The trial was carried out in a dry-farmed, goblet-
trained Tempranillo vineyard in Villalba de los Barros (Badajoz).
The planting year was 2013. The trial was repeated for three
seasons (2020, 2021 and 2022). Wood samples were collected
at 30 days, 90 days and one year post treatment. For each
treatment / year and sampling time, 20 vines were analyzed.
A microbiological analysis of the wood was performed. The
mean percentage of infection (MPI) by GTD-causing fungi and
the percentage of Trichoderma spp. implantation were quantified.
MPI was significantly higher in the negative control (16.03
* 2.59) than in the treatments (< 4.5). The percentage of BCA
implantation was significantly higher in Trichoderma treatments
(50-100%) than in controls (< 10.0%). No significant differences
were found among the three formulations tested. The mean
percentage of disease control was 100% at 30 and 90 days
post-treatment, and around 50% at one year post-treatment.
This work provides new information on the efficacy of these
treatments in the growing conditions of Tierra de Barros.

Keywords: Esca, pruning, grapevines, Tierra de Barros,
biological control agent (BCA), Trichoderma

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Las enfermedades de la madera de la vid (EMV) limitan la producciéon
vitivinicola en todo el mundo. En la actualidad, son la mayor causa de
arranque, reconversiony restructuracién del vifiedo. Enel afio 2012, se estim6
que este problema sanitario tenfa un coste anual de 1.132 millones de euros
para el sector vitivinicola (Hofsteter y col., 2012). Bajo el término de EMV
se engloban una serie de sintomatologias como son la yesca, la eutipiosis
o el brazo muerto (también llamado decaimiento por Botryosphaeria) que
afectan a vifiedos establecidos y plenamente productivos. Ademaés de las
enfermedades de Petri y pie negro en vifiedos jovenes (< 5 afios). Desde la
prohibicién del arsenito sédico (2003), no existen materias curativas para
tratar los sintomas foliares de enfermedades tan graves como la yesca. La
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eliminacién de toda la madera afectada (conocida como poda curativa) es
la Ginica herramienta para que un viticultor pueda contener la expansiéon de
las EMV en su explotacion.

En la bibliografia se han descrito mas de 130 especies de hongos causantes
de las EMV, de las cudles en Espafia se han citado en torno a la mitad
(Gramaje y col., 2018, 2020). Estudios realizados en Extremadura, indican
como principales factores causantes de la yesca: el tipo de material vegetal, la
edad del vifiedo y la presencia de hongos patégenos. La mayor incidencia de
yesca (22%) se encontroé en la variedad “Tempranillo” y las especies de hongos
Ascomycetos de la familia Botryosphaeriaceae, Phaeomoniella chlamydospora,
y los Basidiomicetos de la familia Hymenochaetaceae (como Fomitiporia
mediterranea), los mas abundantes y virulentos (Guera-Nogales y col., 2021;
Dorado-Rico y col., 2021, 2022; Martin y col., 2022). Como consecuencia de la
infeccion fungica se produce una degradacién dela madera y distintos sintomas
en las hojas que provocan una reduccién significativa en la produccién de uva.
Finalmente, las plantas de vid mueren de forma prematura.

Estudios orientados a profundizar en la epidemiologia de las EMV han
demostrado que los hongos patégenos penetran en la vid a través de las
heridas anuales de poda (Luque y col., 2014). Por otro lado, los hongos del
género Trichoderma han sido descritos como potenciales agentes de control
biolégico (ACB), porque se ha demostrado que actdan como parésitos y
pueden limitar el desarrollo de otros hongos fitopatégenos. Se trata de un
hongo de crecimientorapido que ocupa el mismo nicho (espacio y nutrientes)
que los hongos dafiinos, pudiendo implantarse y proliferar desplazando a
los patogenos. Desde el afio 2018, en Espafa, se ha autorizado la aplicacion
de varios formulados comerciales con Trichoderma spp. a las heridas de
poda, para combatir las EMV. Se trata de una medida preventiva, orientada
a reducir las nuevas infecciones por los hongos causantes de las EMV y
limitar asi el riesgo de que el vifiedo desarrolle la enfermedad a medio y
largo plazo.

El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de la aplicacién de formulados
comerciales del hongo Trichoderma, como tratamiento preventivo para evitar la
infeccién por hongos causantes de EMV a través de las heridas de poda.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio experimental

El ensayo se ha realizado en la comarca de Tierra de Barros (Extremadura),
sobre un vifiedo de variedad Tempranillo injertado en Richter 110 y
plantado en el afio 2013. La parcela experimental se localiza en Villalba de
los Barros (Badajoz) y es propiedad de J.A. Carcaboso Caballero (Sociedad
Cooperativa Montevirgen). Se trata de un vifiedo de conduccién en vaso,
con marco de plantacién de 1,75 m x 1,75 m y cultivado en condiciones de
secano. El vifedo experimental se dividi6é en cinco parcelas elementales,
cada una de 1 ha aproximadamente. Sobre cada parcela elemental se
aplicé un tratamiento diferente. En este trabajo se han ensayado tres
formulados comerciales que contienen diferentes especies y cepas del
hongo Trichoderma, frente a un control negativo (no tratado) y un control
positivo (metil-tiofanato). Las caracteristicas de cada formulado, fechas de
tratamiento, el volumen de caldo y dosis aplicada se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Tratamientos aplicados para proteger las heridas de poda y fechas
de aplicacion.

Tratamiento* | Accion Composiciéon DOSIS / Ha Fechas
Control (+) 19/02/2020
Cercobin 70 Quimica Metil-Tiofanato | 1Kg /250 L 04/03/2021

25437 01/02/2022
TP1 Trichoderma 19/02/2020
Vintec ® atroviride 04/03/2021
ES-00468 ACB (cepa SC1) 2005/ 200 L 01/02/2022

1x 10" ufc/g

Trichoderma

asperellum
P2 (cepa ICC012) na
Blindar ® ACB Trichoderma 1Kg/200L 04/03/2021
25924 gamsii (cepa 01/02/2022
ICC080)

3x 107 ufc/g
TP3 Trichoderma 19/02/2020
Esquive WP atroviride 04/03/2021
® ACB (cepa I-1237) 2Kg/200L 01/02/2022

25961 1x10%ufc/g
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*Tratamiento. Nombre comercial. N° Registro fitosanitario. ufc: unidades
formadoras de colonia

Los tratamientos experimentales se llevaron a cabo en los dias
inmediatamente posteriores a la finalizaciéon de la poda (7-15 dias). El
ensayo se harepetido durante tres campaiias (2020, 2021 y 2022). En todas las
anualidades, se respetaron las condiciones meteorolégicas recomendadas
por los proveedores de los formulados comerciales de Trichoderma, como
son temperaturas > 10 °C en el momento de aplicacion, y ausencia de
lluvia y viento. La aplicacién se realizé de forma parcialmente mecanizada
mediante control dirigido con pistola, para evitar una deriva excesiva
(ahorrando caldo) y lograr una éptima cobertura de todas las heridas de
poda (Martin y col., 2021). El volumen de caldo consumido fue de 200
litros / hectarea. En el momento de la aplicacién se tomé muestra del caldo
aplicado y se traslad¢ al laboratorio para calcular la concentracién efectiva
de aplicacién basada en la viabilidad ACB Trichoderma. Este analisis se llevé
a cabo en condiciones asépticas, mediante siembra en medio agar extracto
de malta (MEA) de diluciones seriadas (hasta 10-4) de 100 ul y recuento de
ufc (unidades formadoras de colonias) equivalente a conidios germinados
transcurridas 48-72 horas, segtin lo descrito por Méndez-Grano de Oro y
col., 2022.

Analisis microbiolégico de la madera

En cada anualidad (3 afios), excepto en el afio 2020 que no pudieron tomarse
muestras a los 30 dias post-tratamiento, se han recogido muestras de madera
a los 30 dias (1 mes), a los 90 dias (3 meses) y a un afio post tratamiento Por
cada tratamiento / afio y momento de muestreo se recogieron y analizaron
20 trozos de madera, de 20 plantas diferentes elegidas al azar (5 plantas
x 4 bloques de repeticion -filas-). En total se analizaron 840 muestras de
madera, que consistieron en fragmentos de 2-3 cm cortados a partir del
extremo apical. El andlisis microbiolégico se realizd, siguiendo lo descrito
previamente (Martin y col., 2021; Méndez-Grano de Oro y col., 2022), en
condiciones asépticas y utilizando medio MEA (Agar Extracto de Malta)
suplementado con cloranfenicol 25 mg/L. Las placas Petri fueron incubadas
a 25 °C en oscuridad durante una semana. Transcurrido este tiempo se
aislaron cultivos puros de todos los hongos morfolégicamente diferentes.
Los hongos aislados fueron seguidamente identificados basandonos
en caracteres morfolégicos y en caso necesario, fueron sometidos a una
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extracciéon de ADN (acido desoxirribonucleico) y posterior amplificacién
por PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) para una apropiada
identificaciéon por técnicas moleculares (secuenciaciéon y andlisis BLASTN
de comparacién con base de datos). Para ello se estudiaron diferentes
regiones del ADN (Martin y col., 2019). Se cuantificaron el porcentaje
medio de infecciéon (PMI) por hongos causantes de EMV y el porcentaje de
implantacién de Trichoderma spp.

RESULTADQOS Y DISCUSION

Dosis tedrica vs dosis efectiva

Para el calculo de la concentracién teérica de aplicacion se tomo
como referencia la concentraciéon recogida en la ficha del Registro de
Producto Fitosanitarios (Tabla 1) y la dosis aplicada. Primero se calcul6
la concentracién tedrica de conidios viables para cada producto del ACB
Trichoderma y después se compard con el crecimiento de conidios viables
tras realizar los ensayos en placa con las muestras de caldo recogidas a
partir de la cuba de tratamientos en campo, para calcular la concentracién
efectiva de aplicacién. Este analisis demostré la viabilidad del ACB en
rangos muy préximos a la dosis teérica con las dosis aplicadas en campo
(Tabla 2).

Tabla 2. Concentraciones tedricas y efectivas de los tratamientos con el
ACB Trichoderma

Tratamiento Concentracion tedrica | Concentracion efectiva
TP1 1x 10" ufc/g 5,53 (£ 2,18) x 10" ufc/g
TP2 3x 107 ufc/g 1,27 (£ 0,92) x 10® ufc/g
TP3 1x10% ufc/g 7,91 (£2,24) x 107 ufc/g

Implantacion del ACB Trichoderma spp. en madera de poda

El porcentaje medio de implantacién o re-aislamiento en medio de
cultivo del ACB Trichoderma, a partir de las muestras de madera fue
significativamente superior en los tres tratamientos preventivos que en
los dos controles (Figura 2). No se observaron diferencias estadisticamente
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significativas entre los tres tratamientos. El resultado medio de todos los
momentos de muestreo fue de 77,73 * 5,36; 66,67 + 8,43; y 59,66 * 5,41 para
los tratamientos TP1, TP2 y TP3, respectivamente. En general, los valores
fueron mucho mas altos a los 30 y 90 dpt (60-100) y descendieron al afio
post-tratamiento (30-82).

Figura 2. Porcentajes de implantacion (re-aislamiento) del ACB Trichoderma
en muestras de madera de poda tratada. El asterisco (*) indica diferencias
significativas con respecto a los controles (-) y (+).

Implantacion de Trichoderma spp.

120
100 :
*
7 I T *
80 o
o
1
40
20

H Control (-) O Control (+) B TP1 O TP2 K3 TP3

Porcentaje medio de infeccién por hongos de madera

El porcentaje medio de infeccién por hongos causantes de las EMV fue del
16,03 = 2,59 en las cepas sin tratar. Este dato result6 ser significativamente
superior al encontrado en los demas tratamientos, sugiriendo la efectividad
de proteger las heridas de poda. No se encontraron diferencias significativas
los tres tratamientos con el ACB Trichoderma ni el control (+) (Figura 3).

Figura 3. PMI: Porcentaje medio de infeccién determinada por el
aislamiento de hongos causantes de EMV. El asterisco (*) indica diferencias
significativas con respecto a los controles (-) y (+).
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PMI
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Las especies de hongos aisladas con mayor frecuencia fueron especies de la
familia Botryosphaeria, Cryptovalsa ampelina y Phaeomoniella chlamydospora.

Porcentaje medio de control de la enfermedad (PMCE)

Los resultados del PMCE calculado a los tres meses post-tratamiento (3 mpt)
y antes de la poda del afio siguiente (1 afio post-tratamiento), se muestran
en la Tabla 3. La proteccién con Trichoderma resulté en un 100% del control
de la enfermedad a los 3 mpt, superando el control (+). Sin embargo, la
efectividad disminuy6é en torno al 50% transcurrido un afo desde la
aplicacién del tratamiento, coincidiendo con el descenso en el porcentaje de
implantaciéon del ACB. Estos resultados justifican la necesidad de repetir el
tratamiento con el ACB Trichoderma de forma anual.

Tabla 3. PMCE: Porcentaje medio de control de las EMV, basado en
el PMI. Distintas letras indican diferencias significativas segtn el test
LSD (diferencia minima significativa de Fisher) con un nivel del 95% de
confianza.

Tratamiento 3 meses post-tratamiento | 1 afio post-tratamiento
Control (+) 75 £ 14,43 100,00 £ 0,00 a
TP1 100 £ 0,00 55,74 £ 5,47 b
TP2 100 = 0,00 44,63 +5,65b
TP3 100 £ 0,00 50,00 £ 16,67 b
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