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RESUMEN

Las enfermedades de la madera de la vifia (EMV) representan uno de
los mayores desafios actuales para la sostenibilidad de la viticultura
a nivel mundial. Estas enfermedades provocan dafnos significativos
en los viAedos cada afo, y su incidencia estd aumentando
rapidamente en todos los paises productores. En los ultimos afos
se viene observando un aumento de sintomas asociados a estas
enfermedades en la comarca de la Denominacion de Origen Valle de
La Orotava que integra los municipios de La Orotava, Los Realejos y
PuertodelaCruz. Lossintomas asociados aestaenfermedadincluyen
el retraso del desarrollo y el escaso vigor de las plantas mostrando
brotaciones reducidas o retrasadas, brotes con entrenudos cortos,
hojas de menor tamafo y clordticas vy, finalmente, la muerte de las
plantas. Este trabajo surge de la necesidad de conocer la etiologia
de estas enfermedades en la comarca. En el trabajo se prospectaron
15 fincas afectadas por la enfermedad de las que se recogieron 39
muestras que se analizaron para la obtencidn de aislados fungicos
de sintomas y signos de enfermedad. Los sintomas principalmente
encontrados en las muestras y analizados fueron: necrosis en
peciolo, necrosis en hoja, necrosis externa, necrosis interna con
grietas superficiales, necrosis de la médula, necrosis sectorial y
punteaduras necrodticas. Posteriormente, se realizd la purificacion
de los aislados fungicos obtenidos y su caracterizacion morfoldgica,
micromorfoldgica y molecular. Los resultados permitieron detectar
principalmente hongos de la familia Botryosphaeriaceae como
Neofusicoccum australe, N. luteum, N. parvum, N. stellenboschiana,
o Diplodia seriata, aunque la especie mas frecuente fue N. parvum
gue se detectd en todas las parcelas, en todos los tipos de sintomas
y signos analizados, y en un porcentaje muy elevado de las muestras.
Cabe destacar que Neofusicoccum stellenboschiana es la primera
vez que se detecta en vifa en Canarias y en Espafa.
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1.- INTRODUCCION

La superficie en Canarias dedicada a uva de vinificacidon es de
6.328,1 ha, siendo el segundo cultivo mas importante en térmi-
nos de superficie cultivada después del platano. Tenerife es la
isla con mas superficie de viiedo del archipiélago, 2.763,5 ha,
constituyendo uno de los principales cultivos de las medianias'
de la isla (ISTAC, 2022). En el Valle de La Orotava, situado en el
norte de Tenerife (figura 1), se cultivan actualmente 313,1 ha de
vifa, a pesar de que su superficie ha disminuido un 47,8 % en los
ultimos 10 afos (figura 2). Parte de la superficie dedicada a la
vifla se encuentra asociada a otros cultivos como la papa o los
frutales templados (figura 3). En conjunto supone un 13,8 % de la
superficie agricola del Valle de La Orotava (19,7 % del municipio
de La Orotava y 9,1 % de la de Los Realejos, ya que no se culti-
va actualmente vifia en el Puerto de la Cruz), teniendo, por lo
tanto, una gran importancia en el sector agricola de la comarca.

Figura 1. Valle de La Orotava. A (pagina anterior), localizacién en la isla de Tenerife y
mapa de cultivo. B, relieve del Valle de La Orotava en la isla de Tenerife (Google Earth).
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situada entre los 600 y los 1500 metros de altura sobre el nivel del mar (entre las franjas
de costa Iy cgrrbre). E|Sta franja _prisenta un Cl"lnf’ caracterlzad? ?)rmmpalmentle en el Figura 2. Evolucioén de las superficies de cultivo de vifia en Canarias, Tenerife y el Va-
norte d_g as islas por la presencia recuente dg mar de nubes” formado por la con- lle de La Orotava en los ultimos 10 afios (2013-2022) (Municipios de La Orotava y Los
densacion de la masa de aire que aportan los vientos alisios y que genera un clima tipo Realejos, ya que en el Puerto de la Cruz no se cultiva actualmente) (ISTAC, 2022).

templado y humedo que reduce la insolacidn y la evaporaciéon (Dorta Antequera, 1993).




1.1.- Antecedentes del cultivo de la viiia en el Valle de La Orotava
La introduccion del cultivo de la vifla en Canarias se produjo
practicamente desde la finalizacion de la conquista, de forma
que “los grandes propietarios destinaron amplias zonas de sus
haciendas al cultivo de la viha” (Hernandez-Hernandez, 2010). A
lo largo del siglo XVI, la vifla se convirtid en uno de los principa-
les cultivos de exportacion, gracias a los altos precios del vino
y a la demanda de vinos de navio hacia las Indias, llegando a su
maximo apogeo en el siglo XVII. Convivid en las zonas bajas con
el cultivo de la cafa de azucar, al que fue desplazando progre-
sivamente, y también compartid espacio con los cereales en las
medianias de la isla. Las caracteristicas del suelo del Valle de La
Orotava, rico en materia orgdnica, y sus condiciones climaticas
marcadas por el régimen de alisios y la disponibilidad de agua,
favorecieron la implantacion y la consolidacion del cultivo de la
vifa. Inicialmente predominaba la produccion de vinos blancos,
adquiriendo fama rapidamente el malvasia canario en los merca-

dos internacionales. A partir del siglo XVIII, el comercio de vinos
canarios entra en decadencia, si bien a comienzos del siglo XIX
el vino seguia constituyendo una parte importante de la produc-
cion agricola de esta zona, conviviendo en medianias con un po-
licultivo de secano representado por el millo, el trigo, las papas
y otros cultivos de huerta, ademas de frutales. A partir del siglo
XIX, el vinedo como cultivo de exportacidon fue sustituido por
otros cultivos como el tabaco, y a lo largo del siglo XX, la com-
petencia con los vinos de origen peninsular relegd a la viticultura
canaria a una produccioén para el mercado local y el autoconsu-
mo (Lana Garcia-Verdugo, 2020). Desde finales del siglo pasado,
el sector se ha ido tecnificando y reconvirtiendo, coexistiendo en
la actualidad pequefias explotaciones familiares con otras des-
tinadas a la produccién bajo el amparo de la Denominacién de
Origen Valle de La Orotava.

A principios de los afios 90 se crea el Consejo Regulador de la
Denominacion de Origen “Valle de La Orotava”, con la finalidad
de garantizar la calidad de los caldos producidos en los munici-
pios de esta comarca. Actualmente la D.O. Valle de La Orotava
estd formada por 18 bodegas y 423 viticultores. Cuenta con una
superficie registrada de 216 ha repartidas en 1533 parcelas. Esto
supone una superficie media de 1406 m? por parcela cultivada.
La mayor parte de la vifla tiene una antigledad superior a 50
afos, existiendo también cultivos de mas de 100 afos.

En Canarias se dispone de una gran diversidad en este cultivo, ya
que se conservan variedades desaparecidas del continente debi-
do al efecto de la filoxera (Daktulosphaira vitifoliae (Fitch, 1855)),
no presente en Canarias; motivo por el que la vifia se cultiva a
pie franco.

Las variedades que ocupan mayor superficie cultivada en el Valle
de La Orotava son Listan Negro y Listan Blanco, junto a otras va-
riedades minoritarias como Negramoll, Baboso Negro, Vijariego
Negro, Castellana o, en el caso de variedades blancas, Vijariego
Blanco, Marmajuelo, Albillo Criollo o Pedro Ximénez. Ademas,
estas variedades se reparten de manera distinta segun el mu-
nicipio, siendo las variedades tintas mayoritarias en La Orotava,
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mientras que en el municipio de Los Realejos se cultiva principal-
mente Listan Blanco (Hontorio y col., 1998).

Listdn Negro y Listan Blanco son variedades productivas, adap-
tadas a las condiciones agrondmicas de la zona y menos sensi-
bles a plagas y enfermedades que otras variedades. Las varieda-
des minoritarias se emplean para la elaboracion de vinos mono-
varietales o como mejorantes. En Canarias no existen viveros que
produzcan o comercialicen estas variedades de planta de viia
para su cultivo ni estd autorizada la importacion de planta del
exterior, por lo que su obtencidén queda en manos de los agricul-
tores o técnicos.

El microclima del Valle de La Orotava se caracteriza por la ex-
posicion a los vientos alisios, generados por el anticiclon de las
Azores. En esta zona norte de la isla, la humedad queda reteni-
da por el relieve a una altitud aproximada de 600 m.s.n.m.; aun-
gue estos vientos no aporten lluvias, ejercen un efecto regula-
dor de las temperaturas y limitan la insolacién, principalmente
en verano. La pluviometria media de la zona oscila entre 400 vy
700 I/ m2/ afio, de ahi que la vifia sea viable en secano. Ademas,
el régimen térmico estd condicionado por la altitud, al encon-
trarse la vifa en laderas de elevada pendiente, lo que obliga a
realizar vendimias escalonadas en distintas fechas incluso dentro
de la misma explotacién en algunos casos.

El sistema de conduccidon mayoritario es el corddn trenzado, a
modo de rastra a una altura de 50 cm sobre el nivel del suelo,
apoyado tradicionalmente en horquetas de madera o actualmen-
te de hierro corrugado (figura 4) (Gea Fernandez, 2010). Existen
fincas reconvertidas a espaldera a finales del siglo pasado, en su
mayoria fincas de mayores dimensiones. Ademas, la viiia se puede
encontrar ocasionalmente en parral bajo, en el que reposa sobre
un soporte horizontal situada generalmente a un metro de altura.
Las labores habituales del cultivo empiezan a finales de enero y
febrero con la poda de invierno. En algunos casos se realiza una
prepoda o limpieza para seleccionar ya las varas que serdan po-
dadas. Posteriormente se rehace el cordon mediante el atado de
las varas que se dejaron en la poda. Antiguamente se aprovecha-

Figura 4. Sistemas de conduccion de la viia en el Valle de La Orotava. A y B, cor-
don trenzado; C, parral bajo; y D, espaldera.

ba el terreno para sembrar las papas debajo de la vifia, practica
cada vez mas en desuso. En primavera se realizan las operacio-
nes de poda en verde, tales como despampanado, despunte o
desnietado. Para exponer adecuadamente los racimos a la luz y
al aire se realizan las labores de remangado, con el que se reha-
ce el cordon; deshojado; y, en algunas ocasiones, se recurre a la
supresion de racimos. La vendimia tiene lugar desde finales de
agosto a octubre y se realiza a mano.

1.2.- Enfermedades de la madera de la viilia (EMV)
Las enfermedades fungicas de la madera de la via (EMV) son
uno de los retos mas importantes que actualmente afronta la vi-
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ticultura en todo el mundo. Estas enfermedades causan dafos
severos en el vinedo todos los aflos y su incidencia esta creciendo
rapidamente en todos los paises productores (de la Fuente y col,,
2016). Los principales motivos por los que en la actualidad se con-
sideran una grave amenaza para el cultivo son: la gran diversidad
de enfermedades y hongos patdgenos asociados a las mismas, la
presencia de infecciones conjuntas en las plantas y la dificultad
de relacionarlas de forma clara con la expresion de los sintomas
externos, el conocimiento todavia escaso sobre su epidemiolo-
gia y la escasa disponibilidad de estrategias de control eficaces
(Gramaje y col., 2018). En Espafa se estima una media del 3 % de
plantas afectadas por EMV, aunque existen plantaciones recién
establecidas en las que su incidencia podria superar el 20 %, ge-
nerando pérdidas econdmicas anuales muy elevadas (de la Fuen-
te y col, 2016). Segun estimaciones recientes, el coste anual de
replantar el 1% de vifa del cultivar Tempranillo en La Rioja debido
a las EMV asciende a 7,16 millones de euros anuales (Martinez-Diz
y col., 2019). En Francia, se estima que aproximadamente un 12 %
de los viAedos son improductivos debido a las EMV, causando
unas pérdidas anuales de 1 billon de euros (Lorch, 2014).

Los hongos que provocan las EMV causan sintomas como: la al-
teracion interna de la madera de la planta por necrosis y/o por
pudricién seca, una reduccion del desarrollo y del vigor, presencia
de brotaciones raquiticas, ausencia o retraso de la brotacién, hojas
pequefas, acortamiento de entrenudos, clorosis y/o marchitez en
las hojas, y un decaimiento general que puede acabar con la muer-
te de la planta (Luque y col.,, 2014). Ademas, es frecuente detectar
la presencia de dos, tres, o mas especies fungicas simultdneamen-
te. Esto afecta a la expresion de los sintomas externos en las plan-
tas, que pueden aparecer tiempo después de que las infecciones
se hayan producido y ser muy variables, sin encajar de manera
clara en los caracteristicos para una enfermedad concreta (tabla 1)
(Armengol, 2017). Las EMV se pueden agrupar en enfermedades
que afectan a las plantas de vivero y pocos afnos después de la
plantacion (enfermedad de Petri, pie negro y los decaimientos por
Botryosphaeria y Diaporthe) y enfermedades de plantas adultas,

PIE NEGRO. ENFERMEDAD DE PETRI

YESCA EUTIPIOSIS

gue suelen aparecer mas tarde en el vinedo ya establecido (yesca,
eutipiosis y los decaimientos por Botryosphaeriaceae y Diapor-
the) (figura 5) (Armengol, 2017; Gramaje y col., 2020).

~ VIVERO

Figura 5. Enfermedades fungicas de la madera de la vifa (EMV) (fotos cedidas
por Jorge Zerolo). Modificado de Gramaje y col., (2020).
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Tabla 1. Enfermedades de la madera de la viiia
y organismos nocivos que las causan en Espaiia

Enfermedades Organismos nocivos

Enfermedad de  Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium spp.,
Petri/Yesca Cadophora luteo-olivacea, Cadophora viticola, Fomitiporia
mediterranea, Pleurostoma richardsiae, Stereum hirsutum

Pie negro Campylocarpon fasciculare, Cylindrocladiella parva,
Cylindrocladiella peruviana, Dactylonectria spp., llyonectria spp.,
Neonectria spp., Thelonectria olida

Decaimiento Botryosphaeria dothidea, Diplodia spp., Neofusicoccum spp.,
por Dothiorella iberica, Dothiorella sarmentorum, Lasiodiplodia
Botryosphaeria  theobromae, Spencermartinsia viticola

Decaimiento Diaporthe spp.

por Diaporthe

Excoriosis

Eutipiosis Anthostoma decipiens, Crytovalsa ampelina, Eutypa lata, Eutypa

leptoplaca, Eutypella spp., Fomitiporia punctata

Modificado de Gramaje y col., 2020

Actualmente no existen tratamientos quimicos que sean eficaces
para combatir los hongos de la madera en la vifa. El uso de ar-
senito sddico, un producto muy eficaz para el control de las EMV
en vifas adultas, esta prohibido en la UE desde 2003. También se
prohibieron otros fungicidas utilizados en el tratamiento de EMV
en viveros como los bencimidazoles, carbendazima y benomilo.
Por lo tanto, hoy en dia, el control de las EMV se basa en la apli-
cacion de medidas y tratamientos preventivos.

Como resultado de la falta de tratamientos curativos eficaces, se
ha producido un aumento en la incidencia de EMV en Espafa y
otras regiones vitivinicolas a nivel mundial. En Canarias se viene
detectando este problema desde hace afos, y en particular en vi-
fAedos de la vertiente norte de la isla de Tenerife. La preocupacion
de agricultores y técnicos por el aumento de este tipo de enfer-
medades en la viia queda recogida en varios documentos técni-
cos, elaborados por el Servicio Técnico de Agricultura del Cabildo
de Tenerife (Palmero, 2017; Rodriguez de Acufa y Perera, 2020;
Rodriguez de Acufiay col., 2024). Sin embargo, no se ha realizado
ningun estudio para identificar de forma sistematica los patdge-

&U ¥ A—"ﬁ

nos implicados. La Unica informacion disponible es la recogida en
estos mismos informes y en los resimenes de resultados de los
analisis realizados en los Laboratorios de Diagndstico (Laborato-
rio de Sanidad Vegetal de |la Direccién General de Agricultura del
Gobierno de Canarias, Laboratorio de Fitopatologia de la Granja
Agricola Experimental del Cabildo de Gran Canaria, Laboratorio
de Fitopatologia del Servicio Agricola de la Caja Insular de Aho-
rros de Gran Canaria y el Departamento de Proteccion Vegetal
del Instituto Canario de Investigaciones Agrarias) (Gallo-Llobet
y col.,, 1984; Espino de Paz y col, 2013). Ademas, se realizd un
estudio en Lanzarote sobre 15 muestras recogidas en diferentes
viledos que mostraban sintomas externos caracteristicos de en-
fermedades de la madera (Pérez y col., 2020).

Por lo tanto, era necesaria la identificacion de las EMV presentes
en los cultivos de vina del Valle de La Orotava y los patdégenos que
las producen para poder tomar medidas preventivas y de control
adecuadas, y evitar su propagacion a otros cultivos cercanos.

Los objetivos de este estudio fueron:
® |dentificacion en campo de los sintomas asociados a las
EMV y determinacién de su prevalencia en las parcelas objeto
de estudio.
® |dentificacion de los aislados fungicos asociados a las EMV.
® Establecimiento de un protocolo de muestreo para futuras
prospecciones en otras comarcas e islas, con una propuesta
de valoracion al azar.

2.- MATERIALES Y METODOS

2.1.- Seleccidén de parcelas con sintomas

Se seleccionaron 15 parcelas con una elevada incidencia de EMV
en un muestreo dirigido siguiendo las indicaciones del personal
técnico del Consejo Regulador de la Denominacion de Origen
Valle de La Orotava y de la Agencia de Extension Agraria de La
Orotava del Cabildo Insular de Tenerife. Los datos de las fincas
seleccionadas se detallan en la tabla 2 y en la figura 6.

Enfermedades fungicas de la madera de la vifa en el Valle de La Orotava, Tenerife %&2‘/\
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Superficie Altitud media Pendiente Inicio del cultivo

Leyenda Parcela  Municipio . -

® Parcelas muestreadas ; e b P (m?) (m.s.n.m.) media (°) (afio)’
Superficie dedicada al cultivo de 4 L=, \

/a vifa en el Valle de La Orotava 5 ; ' 10 LaOrotava 38892 496 13,0 2003
. 0 1K g ' 5

ESCALAT43000 + T § D L R l LaOrotava  11.046 561 16,2 <1940

. ' 12 La Orotava 16.231 625 3] 2003

13 La Orotava 3.719 530 217 1980

14 La Orotava 1696 552 22,6 1998

15 Los Realejos  6.482 512 335 <1970

!Las parcelas en las que se indica “menor que” (<) antes de la fecha estan inscritas
en el registro viticola con fecha de 1900, por lo que podrian haber iniciado el cultivo
de la vifia antes del siglo pasado.

2.2.- Evaluaciéon de sintomas y grado de ataque

Para la determinacion del indice de intensidad de enfermedad
(IIE) y el nivel de afeccidon de los sintomas se tomaron aproxima-
' damente el 10 % de las plantas de cada parcela en el caso de sis-
Figura 6. Distribucién de las parcelas de vifia prospectadas en el Valle de La Oro- tema de conducciéon en corddn trenzado y el 5 % de las plantas

I G Gl e G0 TR e en el caso de espaldera y parral bajo. Cuando las parcelas inspec-
cionadas tenfan una superficie inferior a 5.000 m?, se valoraron

Tabla 2. Parcelas seleccionadas para el muestreo 50 plantas. Una vez establecido el nimero de plantas a evaluar
dirigido a cultivos de vifia con sintomas en funcién del total de plantas de la parcela, se establecid un

intervalo regular de plantas (numero de plantas) en el recorrido

Superficie Altitud media Pendiente Inicio del cultivo

Parcela  Municipio (m?) (ms.nm)  media (% (afio)’ a realizar por todas las lineas de cultivo, valorandose la planta
1 Los Realeios 5003 . 8 972 corre.spf)ndlelnte al final de cagla intervalo. Este procedimiento
’ permitid realizar una prospeccion regular de la parcela en toda

2 Los Realejos  5.028 570/616 27/36 <1960 su superficie.
3 Los Realejos 1.532 521 21 1950 Para la determinacidn del IIE, cada planta seleccionada fue va-
4 Los Realejos 1.264 528 12,6 1970 lorada de forma general seguin una escala visual de sintomas de
5 Los Realejos  5.602 549 23.6 <1970 0 a 10 en funcidon de la gravedad de los dafos (correspondiendo
6 La Orotava 8,679 503 10,9 1940 un O a una planta sana y 10 a una planta totalmente afectada).
. L3 Orotava - 540 54 1970 Ademas, .se establec.leron trgs tIpOS. de sintomas de acuerdo con
’ los descritos en la bibliografia asociados a las EMV: A, decolora-
8 LaOrotava  20.944 503 7.8 1960 ciones y necrosis internerviales en las hojas (amarillentas en las
9 Los Realejos  4.624 390 20 1972 variedades blancas y rojizas en las tintas); B, decaimiento y dese-

cacion (brotes raquiticos y débiles, con entrenudos cortos, hojas
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pequefas, clordticas y deformadas); y C, necrosis en sarmientos,
peciolos de hojas o pedunculos de racimos. Se aplicd un valor de
1a 3 (bajo, medio y alto) segun el nivel de afeccidon para cada una
de ellas. Los tipos de sintomas A, B, C, y excoriosis se muestran
en las figuras 7, 8, 9 y 10, respectivamente. En el Anexo | se deta-
[la la plantilla empleada para registrar los sintomas.
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parar mas de 3 grupos de muestras independientes cuya varia-
ble no cumple la normalidad, se utilizd para el analisis entre los
métodos de conduccion (trenzado, espaldera y mixto).

2.3.- Muestreo de plantas con sintomas

Para el muestreo de plantas con sintomas asociados a EMV se
marcaron hasta tres cepas en cada una de las 15 fincas estu-
diadas. Estas plantas fueron seleccionadas en las zonas de las
parcelas con una mayor incidencia y expresion de sintomas de
enfermedad. Cada una de las plantas seleccionadas fueron geo-
rreferenciadas y codificadas, registrandose los datos de la mues-
tra en una plantilla (Anexo Il). Se tomd material vegetal con sin-
tomas procedente de hojas, madera del aflo y madera del afo
anterior de plantas adultas, flameando el material de corte con
alcohol para su desinfeccidn (figura 11). Entre las muestras reco-
gidas no se encontrd material joven o de reciente plantacioén. Las
muestras se llevaron en bolsas plasticas con su respectiva iden-
tificacion a la Unidad de Proteccion Vegetal del Instituto Canario
de Investigaciones Agrarias y al Laboratorio de Sanidad Vegetal
de la Direccion General de Agricultura del Gobierno de Canarias.

Figura 10. Sintomas de excoriosis. A, agrietado; B, plateado acompafiado de pun-
tos negros; C y D, detalle de los sintomas a la lupa.

Se utilizd el programa estadistico IBM SPSS Statistics version 29
para el estudio estadistico de los valores del IIE. En el caso del
analisis entre localidades (La Orotava y Los Realejos) y entre va-
riedades (Listdn Blanco y Listdn Negro) se empled la prueba no
paramétrica de U-Mann Whitney indicada para comparar 2 gru-
pos de muestras independientes que no cumplen la normalidad.
La prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, indicada para com-




Figura 11. Recogida de muestras en campo. A, material de campo para la recogida
de muestras; B, material usado para la desinfeccion (soplete y etanol); C, selec-
cion de porciones de vifia con sintomas; D, embolsado y etiquetado de la muestra.

2.4.- Preparacion de las muestras, aislamiento de hongos e
identificacion de aislados

Las muestras se analizaron inmediatamente o se conservaron en
nevera a 5 °C hasta su procesado. Se seleccionaron porciones
de material vegetal con sintomas de cada una de las muestras
para su andlisis y se fotografiaron los sintomas internos y exter-
nos con una camara Sony Cyber-shot DSC-H9 o Nikon Coolpix
B500 en un soporte de sobremesa de la marca Hama. Las por-
ciones de material vegetal se lavaron con agua y se cortaron en
fragmentos de unos 5 cm, adecuados para su desinfeccion. Los
sarmientos utilizados para los analisis de sintomas internos se
pelaron antes de la desinfeccidn. El protocolo de desinfeccidon
consistié en la inmersién de los fragmentos durante 1 min en
lejia apta para el tratamiento de agua de consumo (30 g de clo-
ro activo por litro) diluida 1:10. A continuacioén, los fragmentos
se dejaron escurrir unos segundos, se sumergieron en etanol
al 70 % durante 1 min y se lavaron introduciéndolos de manera

sucesiva en dos recipientes de agua destilada estéril (1 min en
cada recipiente). Por ultimo, se dejaron secar en papel de filtro
estéril en una cabina de flujo laminar durante 30 min. De los
fragmentos ya desinfectados, se retiraron porciones de interés
de la zona de avance de las lesiones que se sembraron en placas
de Petri de 9 cm con 20 ml de medio de cultivo papa dextrosa
agar con estreptomicina (PDAS: 39 g/l de PDA (CONDALAB,
Cat. 1022, Madrid) y se afnadieron 300 mg/| de estreptomicina
(Sigma-Aldrich, S9137)). Las placas de medio de cultivo con las
siembras se incubaron a 25 °C en la oscuridad (Sanyo MIR 253).
Se observo el crecimiento de hongos a los 3y 7 dias, que se
purificaron tomando puntas de hifas de las zonas de avance de
las colonias y se resembraron en PDA. Los aislados, una vez pu-
rificados convenientemente, se conservaron introduciendo 6 ci-
lindros de 0,5 cm de didmetro de medio de cultivo con el hongo
en glicerol al 25 % y se mantuvieron en un congelador a -80 °C.
Los aislados se examinaron para determinar el color de la co-
lonia y el patrén de crecimiento a simple vista en placas PDA.
La morfologia del micelio y de las estructuras reproductivas se
estudid a la lupa binocular y al microscopio (Nikon SMZ25 vy
Nikon Eclipse 50i, respectivamente). Los aislados se agruparon
segun sus caracteristicas morfoldgicas con el fin de obtener una
primera identificacion tentativa a nivel de género. Con base a
esta caracterizacion preliminar, se seleccionaron aislados re-
presentativos de las parcelas prospectadas y de las potenciales
especies identificadas, en especial de la familia Botryosphaeria-
ceae, para la identificacidon molecular. Se cultivaron aislados de
hongos en placas de PDA durante 7 dias a 25 °C y se rasparon
superficialmente unos 20 mm? de micelio con un bisturi estéril.
El micelio recuperado se triturd en un tubo Eppendorf con un
micropistilo y el ADN se extrajo con el kit de purificacidon de
ADN EZNA (Omega BIO-TEK, Norcross, GA, EE. UU.) o utilizan-
do una modificacion del método de extraccion rapida HotSHOT
de Truett y col. (2000) como se describe en Collado-Romero y
col. (2006). Los extractos de ADN gendmico se almacenaron a
-20 °C hasta su uso.
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La identificacion molecular de las especies se llevd a cabo en el
Servicio de Gendmica del Servicio General de Apoyo a la Inves-
tigacion de la Universidad de La Laguna (SG-SEGAI), mediante
amplificacién por PCR y secuenciacion de la regién ITS1-5.8S-
ITS2 (ITS1-2) del ADN ribosdmico. Ademas, para las especies de
la familia Botryosphaeriaceae se analizaron regiones correspon-
dientes al factor de elongacidn 1 alfa (tefl), beta tubulina (tub2)
y de la regidn de la segunda subunidad mayor de la RNA polime-
rasa Il (rpb2). Las secuencias de ADN se inspeccionaron y edita-
ron manualmente utilizando la aplicacion MEGA (Tamura y col.,
2021). A continuacion, se realizd una busqueda de las secuencias
en la base de datos de nucledtidos NCBI GenBank (nr/nt) utili-
zando la aplicacion BLAST para su identificacion (Altschul y col.,
1990; Sayers y col., 2022).

2.5.- Propuesta de valoracioén al azar

La valoracion al azar en la comarca de la D.O. Valle de La Orota-
va tenia por objetivo determinar la incidencia de las enfermeda-
des fungicas de madera de vifla (porcentaje de fincas afectadas)
y el grado de afeccion de las parcelas (grado de ataque de la
enfermedad de cada parcela). Dicha valoracidon no se realizd en
este trabajo, pero si se establecieron las bases para hacerlo en
ésta o en otras comarcas viticolas. Se realizd el estudio aleatorio
para la eleccion de las parcelas a valorar aplicando cuadriculas
de 250%250 m? y 500x500 m?2.

3.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.- Evaluacidén de sintomas y grado de ataque

Para la determinaciéon del indice de intensidad de enfermedad
(IIE) como escala visual de sintomas vy la evaluacidon de los niveles
de afeccidn para los sintomas asociados (A, By C), se observa-
ron un total de 1.299 plantas en las 15 fincas seleccionadas, y los
resultados obtenidos se detallan en la tabla 3. La practica totali-
dad de las plantas mostraron sintomas de enfermedad (99,8 %),
salvo dos plantas de dos parcelas distintas (parcelas 6 y 8).

En cuanto al IlE, con una escala de O a 10, no se supero el valor
de 3,5 de media en ninguna de las fincas muestreadas, regis-
trandose el nivel mas bajo en una finca de Los Realejos con un
valor de 1,4 y 3,5 como mas alto en dos fincas, una en cada mu-
nicipio (fincas 9 y 13). La media de las 15 fincas fue del 2,7. No se
encontraron diferencias significativas de dicho indice entre las
fincas localizadas en La Orotava vy las situadas en el municipio
de Los Realejos, ni entre las fincas cultivadas con la variedad
Listan Blanco y las de Listan Negro. En cambio, si se obtuvieron
diferencias significativas entre las fincas con corddn trenzado y
espaldera, registrando una media de 2,3 para las fincas en espal-
dera y de 2,9 para las fincas con corddn trenzado.

El sintoma que se registré con mayor frecuencia fue el de blan-
gueamiento de la corteza de los sarmientos con puntos negros
(picnidios) y grietas longitudinales, asociado a la excoriosis, que
se presentd en el 100 % de las plantas evaluadas. El segundo
sintoma que se observd con mas frecuencia fue el de decolo-
raciones y necrosis internerviales en hoja en un 98,2 % de las
plantas evaluadas (sintomas tipo A), seguido de la necrosis en
sarmientos, peciolo de hoja o pedunculo de racimos (sintomas
tipo C) en un 91,8 % vy, por ultimo, del decaimiento y desecacion
en un 73,4 % (sintomas tipo B). Los sintomas asociados a la ex-
coriosis suelen atribuirse al hongo Phomopsis viticola Sacc. (ac-
tualmente Diaporthe neoviticola (Saccardo) Udayanga, Crous &
K.D. Hyde), aunque en nuestro trabajo se obtuvieron escasas de-
tecciones de hongos de este género en las muestras recogidas.
Consecuentemente, la presencia de picnidios en la practica tota-
lidad de las plantas prospectadas debe atribuirse a las especies
de hongos detectadas como Neofusicoccum parvum o Diplodia
seriata. Neofusicoccum parvum puede ser responsable en algu-
nos paises de los sintomas de excoriosis (Ephytia (INRAE), 2021).
Con respecto a los niveles de afeccidn para cada uno de los sin-
tomas de EMV (tipos A, By C) en una escala de 1a 3, los valores
mas altos se obtuvieron para el sintoma de decoloracion y necro-
sis internervial en las hojas (sintomas tipo A) con una media en
el total de las fincas de 2,0, registrandose un maximo de 2,7 y un
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enfermedad (IIE de 0-10) y del nivel de afeccion (0-3) de cada tipo de sintoma por finca

S

Tabla 3.- Niimero de plantas evaluadas y medias de los valores del indice de intensidad de

.. Ntmero indice de intensidad Nivel de afeccion de cada tipo de sintomas 2
Cod. L Superficie . . .. ;
Parcela Municipio (m?) Variedad Tipo de conduccién de plantas de enfermedad —
evaluadas (lIE) £SD A B C Excoriosis
Cordon trenzado y
1 Los Realejos 6.093 Listan Blanco 77 2,2 +1,2 (100,0) 1,6 (100,0) 1,2 (87,0) 1,4 (96,1 100,0 (100,0)
espaldera
Cordén trenzado
2 Los Realejos 5.028 Listan Blanco y cordon trenzado 53 31+1,4 (100,0) 2,2 (100,0) 1,3 (92,5) 1,6 (98,1) 100,0 (100,0)
convertido a espaldera
3 Los Realejos 1.532 Listan Blanco Cordon trenzado 50 2,6 £11(00,0) 2,2 (100,0) 0,2 (22,0) 1,2 (100,0) 100,0 (100,0)
4 Los Realejos 1.264 Listan Blanco Corddn trenzado 50 1,4 £ 0,7 (100,0) 1,1(100,0) 1,1(88,0) 1,0 (98,0) 100,0 (100,0)
5 Los Realejos 5.602 Listan Blanco Cordén trenzado 50 2,8 £1,3(100,0) 1,8 (100,0) 0,9 (78,0) 1,5 (100,0) 100,0 (100,0)
6 La Orotava 8.679 Listan Blanco Cordodn trenzado 12 3,3+2,0(99,1) 1,6 (92,9) 1,1(53,6) 1,9 (97,3) 100,0 (100,0)
7 La Orotava 15.321 Listan Blanco Corddn trenzado 90 3,4 +1,1(00,0) 2,7 (100,0) 1,4 (95,6) 1,4 (97,8) 100,0 (100,0)
Cordon trenzado y
8 La Orotava 20.944 Listan Negro 190 2,0 £1,4 (99,5) 1,4 (92,1) 0,9 (72,6) 0,9 (89,5) 100,0 (100,0)
espaldera
9 Los Realejos 4.624 Listan Blanco Corddn trenzado 50 3,5+ 2,0 (100,0) 1,9 (100,0) 1,4 (88,0) 1,7 (84,0) 100,0 (100,0)
Cordon trenzado y
10 La Orotava 38.892 Listdn Negro 91 2,5+ 1,3 (100,0) 2,3 (100,0) 1,3 (86,8) 1,1(96,7) 100,0 (100,0)
espaldera
n La Orotava 11.046 Listdn Negro Cordon trenzado 67 2,9 +1,2 (100,0) 2,7 (100,0) 1,1 (89,6) 1,2 (89,6) 100,0 (100,0)
12 La Orotava 16.231 Listan Negro Espaldera 253 2,3+ 0,7 (100,0) 2,1(100,0) 0,8 (61,3) 0,9 (90,5) 100,0 (100,0)
13 La Orotava 3.719 Listan Blanco Cordodn trenzado 54 3,5+1,8 (100,0) 1,8 (100,0) 1,8 (88,9) 0,9 (88,9) 100,0 (100,0)
14 La Orotava 1.696 Listan Negro Cordodn trenzado 50 2,35+0,7 (100,0) 1,9 (100,0) 0,5 (38,0) 0,8 (80,0) 100,0 (100,0)
Corddn trenzado,
15 Los Realejos 6.482 Listan Negro 62 2,9 £1,5(100,0) 2,2 (100,0) 1,2 (67,7) 1,2 (71,0) 100,0 (100,0)
espaldera y parral bajo
1299 2,7 2,0 11 1,3 100

'Entre paréntesis se detalla el porcentaje de plantas con sintomas asociados a EMV (A, By C).
?Lostipos de sintomas seilustran enlas figuras 7,8y 9: A, decoloraciones y necrosis internerviales
en las hojas (amarillentas en las variedades blancas y rojizas en las tintas); B, decaimiento y

b ARG

desecacion (brotes raquiticos y débiles, con entrenudos cortos, hojas pequefias, clordticas y
deformadas); y C, Necrosis en sarmientos, peciolos de hojas o pedunculos de racimos. Entre
paréntesis se detalla el porcentaje de plantas con cada tipo de sintomas por finca.
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Tabla 4. Distribucion de los tipos de sintomas observados en las muestras 1.01 X X X X X X X
durante su andlisis en el laboratorio .02 X X X X X X X
_ o § § . . §% § o . g @ 11.03 X X X X X X X X
© c - ° 2,985 23 2® TY
3% go2 83 B8 8E BELE 83 835 £3 12.01 X «
52 S5E 8% 35 8% §fcss BE 5% 5§ 12.02 X xox o x
& 2938 z8 z8 =Zz35 ZzE583 z=m =zY &g :
01.01 X X 12.03 X X X X X X X
01.02 X 13.01 X X X X X X X
02.01 X X 13.02 X X X X X X
02.02 X X X X X X X 13.03 X X X X X X X
02.03 X X X 14.01 X X X X X X X
03.01 X X X X X X X 14.02 X X X X X X X
03.02 X X X X X X X 14.03 X X X X X X X
03.03 X X X X X X X 15.01 X X X X X X X X
04.02 X X X X X 15.02 X X X X X X X X
04.03 X X X X X N X 15.03 X X X X X X X X
05.01 X X mt‘égfas %6 26 27 3 14 2 3% 33
06.01 X X X X X %) 67 %) (67%) BI%) (79 %) (36 %) 82%) (92%) (85%)
()
06.02 X X X X X
Ne de
06.03 X X X arcelas 12 n 12 13 7 14 14 13
P o (80%) (73%) (80%) (87 %) (47 %) (93 %) (93%) (87 %)
07.01 X X X (%)
08.01 X X X X X X X
08.02 X X X X X X X X minimo de 1,1. Este sintoma se observd en el 100 % de las plantas
muestreadas en 13 de las 15 fincas.
08.03 X X X X X X X . . . . ,
Las necrosis en sarmientos, peciolo de hojas o pedunculos de ra-
09.01 X X X X X X X X cimos (sintomas tipo C) se observaron también en el total de las
09.02 X X X X X X X X fincas evaluadas. Los porcentajes de plantas con estos sintomas
09.03 X X X X X X X X superaron el 70 % en todas las fincas, alcanzando el 100 % en 2
10.01 y y y de las 15 fincas. Los niveles de afeccidon oscilaron entre 0,8 y 1,9,
' con una media en el total de las fincas de 1,3.
10.02 X X X X X X

El decaimiento y desecacidn con brotes raquiticos y débiles, con
10.03 X X X X entrenudos cortos y hojas pequefas, clordticas y deformadas
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(sintomas tipo B) dieron una media de 1,1 para las 15 fincas, con
valores que iban desde el 0,2 al 1,8. Este sintoma se observd en
todas las fincas y en 12 de ellas en mas del 60 % de las plantas.

3.2.- Preparacion de las muestras, aislamiento de hongos e
identificaciéon de aislados

De las 39 muestras recogidas en las 15 parcelas se obtuvieron 693
porciones de tejido afectado para su siembra en medio de cultivo
con los sintomas indicados en la tabla 4 y anexo lll. Los sinto-
mas encontrados en las muestras y analizados fueron: necrosis
sectoriales (92 %), punteaduras necrodticas (85 %), necrosis de la
meédula (82 %) necrosis externas (79 %), necrosis en hojas (69 %),
tejidos rojizo en sarmiento (67 %), necrosis en peciolo (67 %) v,
por ultimo, las necrosis internas con grietas superficiales (36 %).
Se tomaron también algunas porciones para las siembras de otro
tipo de material como estructuras fungicas (signos): micelio, ci-
rros o picnidios en algunas muestras de algunas parcelas (ver
anexo 3). Las figuras 12,13, 14 y 15 muestran fotografias obtenidas
en el laboratorio de ejemplos de este tipo de sintomas y signos.

Se obtuvo crecimiento fungico en 545 de las 693 siembras rea-
lizadas (78,7 %) en medio de cultivo PDAS. La mayor parte del
crecimiento fungico obtenido en los puntos de siembra fue mor-
fologicamente uniforme. Se obtuvieron y purificaron un total de
465 aislados que se separaron en funcién de sus caracteristicas
morfoldgicas, selecciondndose 204 para su identificacion me-
diante técnicas moleculares.

La tabla 5 muestra las especies de hongos identificadas median-
te técnicas moleculares distribuidas entre los distintos sintomas
o0 signos. Los hongos pertenecientes a la familia Botryosphae-
riaceae (125 aislados; 61,3 %), fueron los mas frecuentemente
identificados entre los 204 aislados seleccionados, siendo Neo-
fusicoccum parvum el mas abundante entre ellos (90 aislados,
44,6 %). Las restantes especies de esta familia identificadas fue-
ron: Neofusicoccum luteum (14 aislados; 6,9 %), Diplodia seriata
(13 aislados; 6,4 %), Neofusicoccum stellenboschiana (5 aislados;
2,5 %) y Neofusicoccum australe (3 aislados; 1,5 %). Se identifica-

Figura 12. Muestras analizadas en laboratorio. A y B, hojas; C, necrosis en peciolo;
D, enrojecimiento en sarmiento; E y F, necrosis en sarmientos.

ron, ademas, tres especies de Diaporthe (3 aislados; 1,5 %), que
suelen asociarse a excoriosis o decaimiento de la vifia (figura 16).
También se identificaron aislados del género Alternaria (29 aisla-
dos; 14,2 %) y de otras especies de hongos (47 aislados; 23,0 %)
en muchas muestras (tabla 7), que tienen probablemente muy
poca relevancia como agentes etioldgicos de los dafos observa-
dos, salvo algunas especies descritas también como patdgenos
de la vifa, detectados de forma aislada y ocasional.
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Tabla 5. Ntimero de aislados identificados en los distintos sintomas y signos

Sintomas y signos

Especies' Picnidios de . - Tfiido Necrosis Necrosis Necrosis Necrosisinternacon Necrosis Necrosis Punteaduras
excoriosis Cirro - Micelio rouz_o en en peciolo enhoja externa grietas superficiales médula sectorial necréticas Total
sarmiento
Neofusicoccum parvum 1 2 6 5 2 3 10 4 13 30 15 90
N. luteum 1 1 2 4 4 2 14
Diplodia seriata 2 1 1 2 1 6 13
N. stellenboschiana 1 1 3 5
N. australe 1 1 1 3
Diaporthe ambigua 1 1
Diaporthe foeniculina 1 1
B S ...
Alternaria alternata 1 1 2 1 3 2 1 1 12
Alternaria destruens 1 1
Alternaria sp. 2 3 2 2 1 2 4 16
Acremonium sclerotigenum 1 3 4
Aspergillus tabacinus 1 1
Aureobasidium pullulans 1 1
Botrytis cinerea 3 3
Botrytis fabae 1 1
Clonostachys rosea 1 3 2 3 4 13
Colletotrichum gloeosporioides 1 1
Didymosphaeria variabile 1 1
Fusarium oxysporum 1 1
Fusarium sp. 1 1
Nectria sp. 1 1 2
Paraconiothyrium brasiliense 1 3 4
Pestalotiopsis sp. 1 1 2
Pleosporales sp. 6 6
Sarocladium strictum 3 3
Stemphylium vesicarium 1 1
Stemphylium sp. 1 1 2
Total 4 2 6 10 9 16 22 1 27 53 44 204
Porcentaje 2,0 1,0 2,9 4,9 4.4 7.8 10,8 5,4 13,2 26,0 21,6 100
" Las especies o géneros en negrita y sobre la linea discontinua son los asociados principalmente a decaimiento de la vifia y excoriosis
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Figura 13. Muestras analizadas en laboratorio. A y B, necrosis interna con grietas Figura 14. Muestras analizadas en laboratorio. A y B, punteaduras necréticas; C,
superficiales; C y D, necrosis en médula; E y F, necrosis sectorial. D, E, y F, combinados de sintomas internos con necrosis sectoriales, punteaduras

necrodticas y necrosis en médula.
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Tabla 6. Nimero de aislados de las especies de hongos asociados a EMV y excoriosis en las parcelas

Parcela gﬁ:;:;;ﬁe fg ZZZZZ,: Diaporthe sp. i’: rl;;l;a Neo:zﬁ::lc:um N. luteum N. parvum N. stellenboschiana Bgir?(z:;?ae::?asc::e
1 2 1 2
2 1 1 2
3 1 12 2
4 3 4 2
) 7 1
6 1 1 3 3 3
7 6 1
8 2 1 6 1 4
9 1 1 7 3
10 1 7 2
1 10 1
12 1 1 2 1 4 1 4
13 8 4 2
14 1 3 2
15 2 7 2
Total 1 1 1 13 3 14 90 5 5
p:ri:;s 1 1 1 4 3 8 15 3 -
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especies de hongos en las parcelas

Tabla 7. Niimero de aislados de otras
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Neofusicoccum parvum es considerado uno de las especies mas
virulentas y el colonizador de madera mas rapido en la viia, que
podemos encontrar en la mayor parte de las regiones productoras
de Espafia (Gramaje y col., 2020) y del mundo, con un amplio
rango de hospedadores entre especies lefiosas cultivadas o
forestales (CABI/EPPO, 2012). La tabla 8 muestra las especies de
la familia Botryosphaeriaceae identificadas en vifa, sus primeras
citas como patdgenos de este cultivo en Espana vy las referencias
bibliograficas de Canarias.

A S

Neofusicoccum parvum se pudo detectar en todos los sintomas
objeto de estudio y en las diversas estructuras fungicas de las
gue se realizaron aislamientos (signos), aungue también las
restantes especies identificadas de esta familia se detectaron
tanto en sintomas internos como sintomas externos (figura 17).
Esta distribucion en los vifiedos del Valle de La Orotava esta
condicionada probablemente mas por la abundancia con la que
aparecieron las distintas especies que por el tipo de sintoma
del que se obtuvieron. Como puede observarse en la tabla 6 es
frecuente encontrar mas de una especie de esta familia en una
misma parcela (1-4 especies/parcela) en ocasiones incluso en la
misma muestra (datos no publicados).
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Tabla 8 (continuacién). Especies de la familia Botryosphaeriaceae identificadas en viia,
primeras citas como patégenos de viiia en Espafa y referencias en Canarias

S

Tabla 8. Especies de la familia Botryosphaeriaceae identificadas en vifia, primeras citas
como patdgenos de viiia en Espaiia y referencias en Canarias

Especie Deteccién en vifia Deteccion en Espafia  Deteccion en Canarias  Este trabajo Especie Deteccién en vifia Deteccion en Espafia  Deteccion en Canarias  Este trabajo
Botryosphaeria dothidea  Phillips, 2002 Armengol y col., 2001 E(S)F'g%%e ey L parva Correiayy col, 2013 - -

Cophinforma mamane
Diplodia africana

D. corticola

D. mutila

D. olivarum
D. seriata

Dothiorella americana
Do. iberica

Do. neclivorem

Do. plurivora

Do. sarmentorum

Do. vidmadera

Do. vinea-gemmae

Do. (Spencermartinsia)
viticola

Do. westrale

Lasiodiplodia brasiliense

L. citricola

L. crassispora

L. egyptiaca

L. euphorbiaceicola
L. hormozganensis

L. jatrophicola

L. mediterranea

L. missouriana

Correiay col., 2013
Linaldeddu y col., 2015

Urbez-Torres y col., 2010b

Phillips, 2002
Linaldeddu y col., 2015

Cristinzio, 1978

Urbez-Torres y col., 2012
Martin y Cobos, 2007
Pitty col., 2014

Abdollahzadeh y col., 2014

Martin y Cobos, 2007
Pitt y col., 2013
Pitty col., 2014

Luque y col., 2005

Pitty col., 2014
Correiay col., 2016
Carlucciy col., 2015

Urbez-Torres y col., 2010a

Correia y col., 2016
Correia y col., 2016
Correiay col., 2016
Correiay col., 2016

Linaldeddu y col., 2015

Urbez-Torres y col., 2012

Pintos y col., 201
Martin y Cobos, 2007

Armengol y col., 2001

Martin y Cobos, 2007

Martin y Cobos, 2007

Luque y col., 2005

Redondo Ferndndez,
2019

Gallo Llobet y col, 1984

Espino de Paz y col.,
2013

L. plurivora

L. pseudotheobromae
L. theobromae

L. viticola
L. vitis

Neofusicoccum
algeriense

N. australe
N. cryptoaustrale
N. italicum

N. kwambonambiense
N. luteum
N. macroclavatum

N. mangiferae

N. mediterraneum

N. parvum

N. ribis
N. stellenboschiana
N. viticlavatum

N. vitifusiforme

Neoscytalidium hyalinum

Sphaeropsis porosa

Dammy col., 2007
Deidda y col., 2012

Patil y Moniz, 1969

Urbez-Torres y col., 2012
Yangy col., 2017

Berraf-Tebbal y col., 2014

Van Niekerk y col., 2004
Linaldeddu y col., 2015
Marin-Felix y col., 2017
Abreo y col., 2013

Phillips, 2002

Billones y col., 2010
Dissanayake y col., 2015

Urbez-Torres y col., 2010a

Phillips, 2002

Urbez-Torres y col., 2012
Yangy col., 2017

Van Niekerk y col., 2004
Van Niekerk y col., 2004
Granata y Sidoti, 1991
Van Niekerk y col., 2004

Arocay col., 2008

Arocay col., 2010

Luque y col., 2009

Arocay col., 2010

Martos y Luque, 2004

Luquey col., 2009

Pérez-Mérquez y col.,
2020

Este trabajo

Pérez-Mérquez y col.,
2020

Garoé y col., 2012
(enddfito), Pérez-
Marquez y col., 2020
(patdgeno)

Este trabajo

Modificado de Redondo-Fernandez, 2019




Enfermedades fungicas de la madera de la vina en el Valle de La Orotava, Tenerife %&Z‘/\

Neofusicoccum luteum se aisld de ocho parcelas de las quince
prospectadas de practicamente todos los tipos de sintomas
objeto de estudio, aungue no de los escasos aislamientos que se
hicieron a partir de estructuras fungicas. Es una especie también
citada frecuentemente en los cultivos de vifia con sintomas de
EMV en Espafa desde su primera deteccion por (Luque y col.,,
2009), aunque con menor frecuencia que N. parvum. También
ha sido detectada en otros paises como Australia, Brasil, EEUU
(California), Espafa, Francia, ltalia, Nueva Zelanda, Portugal,
Tunez y Uruguay (Larignon, 2016).

Diplodia seriata se detectd en cuatro parcelas de necrosis
sectoriales, necrosis en médula, necrosis externas en sarmientos
y de tejidos rojizos de sarmiento y necrosis en hoja, también
se aislé de picnidios (figura 18). Es una de las especies mas
frecuentemente citadas en cultivos de vifla y que habita o puede
habitar en la mayoria de los climas y territorios, principalmente
templados. Estd presente en todos los continentes y es capaz de
infectar diferentes especies de plantas como hospedantes, entre
las que podemos encontrar especies lefiosas (CABI/EPPO, 2012).
Un aspecto que puede inclinar la proporcion de detecciones a
su favor es que produce conidios en los medios de cultivo con
mucha facilidad, a diferencia de lo que ocurre con las especies del
género Neofusicoccum, lo que permite su pronto reconocimiento
en los aislamientos y su posterior purificacion e identificacion.
Neofusicoccum stellenboschiana y N. australe se detectaron
sélo en tres parcelas cada una. Neofusicoccum stellenboschiana,
aislada de necrosis externas, necrosis sectoriales y en tejidos
rojizos en sarmiento, es la primera vez que se detecta en vifa
en Canarias y en Espafia, aunque si ha sido citada en otros
paises europeos como Francia o Alemania. Neofusicoccum
stellenboschiana fue descrita por primera vez causando sintomas
de EMV en Sudafrica (Van Niekerk y col., 2004; Yang y col., 2017).
En Canarias también ha sido detectada en plantas de aguacate
con sintomas como muerte regresiva o necrosis descendente y
en pudriciones de fruto en poscosecha (Hernandez y col., 2023).
Neofusicoccum australe se detectd en necrosis sectoriales,
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punteaduras necroéticas y necrosis internas con grietas
superficiales. Es una especie detectada en vifa en 2004 (Van
Niekerk y col., 2004), en Espana en 2010 (Aroca y col., 2010) y
este trabajo es la primera vez que se detecta en Canarias.
Es muy probable que estas especies de Botryosphaeriaceae sean
también el principal origen de las punteaduras observadas en
la superficie de los sarmientos (picnidios) y no debidas a otras
especies, aunque es necesario confirmarlo mediante analisis
sistematico de estas estructuras. También es preciso llevar a cabo
pruebas para verificar la patogenicidad en plantas de vifa de los
distintos aislados obtenidos (postulados de Koch), en especial
con las especies que no se habian detectado anteriormente en
Canarias o en Espanfa.
En otros trabajos de identificacién realizados en Canarias
por los laboratorios de diagndstico en plantas de vifa (Gallo-
Llobet y col, 1984; Espino de Paz y col., 2013) (ver tabla 8) se
detectaron especies de hongos como: Botryosphaeria dothidea,
Fusicocoum aesculi, Botryosphaeria obtusa, Diplodia mutila,
Diplodia seriata, Pestalotiopsis guepinii, Phomopsis viticola,
Phomopsis sp., Phaeoacremonium aleophillum, Phaeomoniella
chlamydospora, Nectria radicicola, Cylindrocarpon destructans,
Stereum hirsutum. Todas estas determinaciones se llevaron
a cabo utilizando exclusivamente métodos morfoldégicos de
identificacion, por lo que el establecimiento de coincidencias con
trabajos actuales en los que se utilizan técnicas moleculares sélo
puede realizarse en algunas especies o de forma parcial, al haber
cambiado muchas de ellas de nombre o haber sido reasignadas
a nuevos taxones. Asimismo, es muy probable que muchas de las
especies detectadas actualmente como primeras citas pudieran
haber estado ya presentes en nuestros cultivos desde entonces.
Recientemente, en un muestreo de identificacion de hongos
asociados a EMV en Lanzarote (Pérez y col., 2020), se detectaron
especies de la familia Botryosphaeriaceae pertenecientes a los
‘ : : géneros Diplodia (D. seriata), Lasiodiplodia (L. theobromae) y
Figura 18. Diplodia seriata. A, anverso de la siembra en medio de cultivo Agua Neofusicoccum (N. luteum, N. parvum). También se identificaron

Agar con aciculas de pino; B, reverso de la siembra; C y D, acumulacion de picni- . . . ..
dios sobre aciculas; E, conidios; F y G, picnidio con conidios. especies asociadas con el complejo yesca/enfermedad de Petri:
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Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium minimum y
Phaeoacremonium parasiticum. Por ultimo, se aisld Diaporthe
ampelina, la especie asociada con la excoriosis, en una unica
muestra.

Los datos que serecogen en este informe se refieren a un conjunto
de parcelas muy afectadas por estas enfermedades. Los elevados
valores encontrados en todos los indices estudiados en todas
las parcelas asi lo indican. La elevada afeccién en estas parcelas
con vilas muy viejas con edades promedio de mas de 50 anos,
gue oscilan entre los 20 vy, probablemente, mas de 100 afios, ha
permitido establecer en este trabajo qué agentes microbianos
son los mas abundantemente asociados a los sintomas de EMV
en ellas. En otros trabajos se ha encontrado una mayor presencia
de las EMV en cultivos mas viejos, aunque la enfermedad pueda
estar presente también en cultivos jovenes (Gramaje y col,
2018; Urbez-Torres y col., 2012). Ademas, la edad de las cepas
condiciona las especies de patdgenos asociados a las EMV como
vimos en la introduccion de este informe.

Por lo tanto, para conocer la prevalencia real de las EMV en el Valle
de La Orotava es necesario llevar a cabo un muestreo aleatorio
de las parcelas cultivadas. Dicho estudio incluira probablemente
tanto parcelas tan afectadas como éstas que hemos examinado
aqui como otras con muchas menos plantas afectadas y plantas
sanas, asi como una mejor representatividad de los tipos de
conduccidn y de la edad de los cultivos.

En este trabajo sdélo se incluyeron muestras de la parte aérea de
la planta y en cultivos realizados sobre planta a pie franco, por
lo que todas las EMV descritas sobre raiz como el pie negro o
favorecidas por el uso de los injertos en el cultivo no han podido
detectarse.

Aunqgue describir los métodos de control de estos patdgenos, ya
explicados en otras publicaciones (Armengol, 2017; Gramaje y col.,
2020; Rodriguez y col.,, 2024), no es el objetivo de este informe,
si que podemos resumir las principales recomendaciones dadas
para ello: desinfeccion de las herramientas de poda, proteccidn o
desinfeccidn de las heridas, poda para eliminar zonas afectadas,

evitar la poda en condiciones ambientales de humedad alta,
eliminacion de restos de la poda, manejo adecuado de las
malezas y de las enfermedades de madera en cultivos préoximos
de otras especies afectadas, ya que pueden servir de reservorios
para algunos de los patdgenos de las EMV.

3.3.- Propuesta de valoracién al azar

Uno de los propodsitos de este estudio de EMV en la isla de Te-
nerife fue el establecimiento de un protocolo con el que llevar
a cabo las futuras prospecciones en otras zonas de la isla o0 en
otras islas productoras de vifia. El protocolo establecido inclu-
ye el procedimiento con el que seleccionar aleatoriamente las
parcelas a prospectar de forma proporcional a la superficie de
cultivo, los formularios con los datos/contenido a incluir en las
prospecciones (anexo 1), el procedimiento objetivo de valoracion
de danos en las parcelas, la recogida de muestras (anexo Il), los
protocolos utilizados en el aislamiento y purificacion de hongos
de las muestras, y los procedimientos de caracterizaciéon morfo-
I6gica y molecular de los aislados obtenidos.

Figura 19. Seleccioén al azar de 60 fincas en cuadricula de 250 x 250 m? en el Valle
de La Orotava.
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La valoracion y el muestreo no se llevaron a cabo en la zona ob-
jeto de estudio, pero si se establecid una cuadricula adecuada
al tamano y disposicion de las parcelas en el mapa de cultivo de
vifa, que en este caso fue de 250 x 250 m? Se seleccionaron
al azar 60 recuadros dentro de dicha cuadricula, proporcional-
mente a la superficie de cultivo, escogiendo para el potencial
muestreo la parcela de mayor superficie incluida en el recuadro
(figura 19).

Los procedimientos y protocolos se describen detalladamente
en el apartado de materiales y métodos de este informe.

4.- CONCLUSIONES

®* En las prospecciones llevadas a cabo en los municipios de
La Orotava y Los Realejos pertenecientes a la Denominacidn
de Origen Valle de La Orotava (39 muestras recogidas en 15
parcelas de vifa afectadas por enfermedades de madera), se
detectaron los siguientes sintomas: necrosis en peciolo, ne-
crosis en hoja, necrosis externa, necrosis interna con grietas
superficiales, necrosis de la médula, necrosis sectorial y pun-
teaduras necroticas, compatibles con dichas enfermedades.

® |a caracterizacion morfoldgica, micromorfoldgica y molecu-
lar de los aislados obtenidos de dichos sintomas permitieron
detectar principalmente hongos de la familia Botryosphae-
riaceae como Neofusiccocum australe, N. luteum, N. parvum,
N. stellenboschiana, o Diplodia seriata.

® La especie mas frecuentemente aislada fue Neofusicoccum
parvum que se encontrd en todas las parcelas, en todos los
tipos de sintomas y signos analizados y en un porcentaje muy
elevado de las muestras.

® La especie Neofusicoccum stellenboschiana, detectada en
tejidos rojizos de sarmientos, necrosis externas y necrosis sec-
toriales de tres de las 15 parcelas prospectadas, es la primera
vez que se detecta en vifa en Canarias y en Espafna.

® Se detectaron también otras especies de hongo en los aisla-
mientos realizados como: Acremonium sclerotigenum, Alter-

naria alternata, Alternaria destruens, Alternaria sp., Aspergillus
tabacinus, Aureobasidium pullulans, Botrytis cinerea, Botrytis
fabae, Clonostachys rosea, Colletotrichum gloeosporioides,
Didymosphaeria variabile, Fusarium oxysporum, Fusarium sp.,
Nectria sp., Paraconiothyrium brasiliense, Pestalotiopsis sp.,
Pleosporales sp., Sarocladium strictum, Stemphylium vesica-
rium, Stemphylium sp. que tienen probablemente muy poca
relevancia como agentes etioldgicos de los dafios observados.
°® | a identificacion de las EMV y de los patdgenos que las pro-
ducen en los cultivos de vifia de la D.O. Valle de La Orotava
ayudaran a tomar medidas preventivas y de control adecua-
das.
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ANEXO | : Valoracion de sintomas? P/A3 : Valoracion de sintomas? P/A3
2 ‘ Ne | IIE Ne | IIE
PLANTILLA DE VALORACION DE SINTOMAS - EMV A B C Excoriosis A B C Excoriosis
Nombre finca 23 63
. 24 64
N¢ Finca Fecha
— - ., - 25 65
Valoracion de sintomas? P/A3 Valoracion de sintomas? P/A3
Ne | IIE! — Ne | IIE! —
A B C Excoriosis A B C Excoriosis 26 66
1 41 27 67
2 42 28 68
3 43 29 69
4 44 30 70
5 45 31 71
6 46 32 72
7 47 33 73
8 48 34 74
9 49 35 75
10 50 36 76
n 51 37 77
12 52 38 78
13 53 39 79
14 54 40 80
15 55
16 56 TIndice de intensidad de enfermedad: 0-10, siendo O una planta sana y 10
una planta muerta.
17 57 2 Valoraciéon de sintomas: 1-3, siendo 1, bajo; 2, medio; y 3, alto. A,
18 58 decoloraciones y necrosis internerviales en las hojas (amarillentas en las
variedades blancas y rojizas en las tintas); B, decaimiento y desecacién
19 59 (brotes raquiticos y débiles, con entrenudos cortos, hojas pequeias,
I 60 clordticas y deformadas); y C, Necrosis en sarmientos, peciolos de hojas o
pedunculos de racimos.
21 61 3 Presencia/ausencia
22 62 OBSERVACIONES:
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ANEXO I
PLANTILLA DE TOMA DE DATOS DE MUESTRAS - EMV

Nombre finca: N de finca:
Nombre recolector: Fecha:
N¢ de planta: Cdédigo de laboratorio: Fotografias D
Tipo de conduccién:
Variedad:
Estado fenolégico:
Valoracion de los sintomas?
lE":
A. C.
B. Excoriosis.
Coordenadas UTM: X: Y: Z:
Observaciones:
'Indice de intensidad de enfermedad: O-10, siendo O una planta sana y 10 variedades blancas y rojizas en las tintas); B, decaimiento y desecacion
una planta muerta. (brotes raquiticos y débiles, con entrenudos cortos, hojas pequenas,
2Valoracién de sintomas: 1-3, siendo 1, bajo; 2, medio; y 3, alto. A, clordticas y deformadas); y C, necrosis en sarmientos, peciolos de hojas o

decoloraciones y necrosis internerviales en las hojas (amarillentas en las pedunculos de racimos.




w Enfermedades fungicas de la madera de la vifia en el Valle de La Orotava, Tenerife M

ANEXO Il
Distribucion de los 693 fragmentos de tejido sembrados segtin los tipos de sintomas y signos (n¢ de fragmento/tipo) de las distintas parcelas y muestras
Parcela. Picnidios de . L Tejido rojizo  Necrosis en Necrosisen  Necrosis Necrosis-interna Necrosis Necrosis Punteaduras
Muestra excoriosis Clivo Micello en sarmiento peciolo hoja externa con gl_'lgtas médula sectorial necréticas
superficiales

01.01 3 6
01.02 3

02.01 6 2 4

02.02 1 2 1 3 1 3 5
02.03 2 5 3
03.01 2 2 1 3 2 6 6
03.02 1 2 2 1 2 6 6
03.03 2 2 2 3 2 6 6
04.02 2 2 2 6 6
04.03 2 2 1 2 1 6 8
05.01 6 2 6

06.01 4 2 2 2 6 6 2
06.02 3 2 3 5 6 2
06.03 2 3 4 5

07.01 5 1 1 3 3

08.01 2 2 2 4 2 2 2
08.02 2 2 2 4 3 2 2 2
08.03 1 3 2 4 2 2 2
09.01 2 2 2 4 2 2 4 5
09.02 2 2 2 4 2 6 6
09.03 1 2 2 2 2 3 6 6
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Distribucion de los 693 fragmentos de tejido sembrados segtin los tipos de sintomas y signos (n° de fragmento/tipo) de las distintas parcelas y muestras
Parcela. Picnidios de . L Tejido rojizo  Necrosis en Necrosisen Necrosis Necrosis-interna Necrosis Necrosis Punteaduras
Muestra excoriosis Cirro Micelio en sarmiento peciolo hoja externa con gf'?‘as médula sectorial necréticas
superficiales
10.01 3 6 4
10.02 1 1 1 3 6 7
10.03 1 1 6 6
11.01 2 2 2 4 2 2 2
11.02 2 2 3 5 2 2 2
11.03 2 2 2 4 4 2 2 2
12.01 2 3 2 3
12.02 2 4 5 6
12.03 3 1 6 2 4 2 4 5
13.01 2 2 1 1 2 3 3 4
13.02 2 1 2 1 5 3 3
13.03 2 2 2 1 2 3 2 3
14.01 2 3 2 3 4 2 3
14.02 2 2 2 2 5 2 3
14.03 1 2 2 1 3 1 3
15.01 1 2 2 3 2 2 6 6
15.02 2 2 2 3 2 2 6 6
15.03 2 2 2 2 1 2 6 6
N¢ de
muestras 4 2 8 26 26 27 3 14 32 36 33
analizadas
N® de 9 26 42 56 51 83 33 89 152 144

fragmentos
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