PRESENZA DE FUNGOS RESPONSABLES
1 DO P°E NEGRO DA VIDE EN PLANTAS
ASINTOMATICAS DE VIVEIRO
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Os enddfitos son organismos que viven nos te-
cidos internos das plantas sen causar prexuizo
aparente. E por este motivo que pasan normal-
mente desapercibidos, a non ser que estes tecidos
sexan coidadosamente illados (en condiciéns
asépticas), examinados baixo o microscopio
e identificados. Isto é precisamente o que se
propuxeron facer estes autores.

A enfermidade do pé negro

Entre os endéfitos mais importantes da vide
destacan os responsables das enfermidades da
madeira, que incliien: esca, Eutypa ou enfermi-
dade do brazo morto, Phomopsis ou excoriose,
morte regresiva por Botryosphaeira, pé negro e
enfermidade de Petri, entre outras. A enfermida-
de do pé negro que nos ocupa é responsable de
grandes perdas econémicas en todos os paises
viticolas, e afecta particularmente o material de
viveiro e as plantacions novas, onde as tarefas
tipicas de desgromado e enxertado, e a manipu-
lacién das raices, tenden a producir feridas que
propician a entrada destes patoxenos.

Sintomas internos de pé negro na base do portaenxertos
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Unha vez dentro da planta, o fungo pode per-
manecer latente ata que existan as condiciéns
axeitadas que disparen a stia patoxenidade. Estas
condicions poden deberse a factores xenéticos
da planta ou a factores abidticos, tales como o
estrés. Algans exemplos de factores de estrés
documentados na vide inclden: enraizamento
en “]”, encharcamento, seca, xeada, deficiencias
nutritivas, compactacion do terreo e exceso de
froita. A sintomatoloxia do pé negro inclie le-
siéns necroéticas e descoloraciéns marrén-verme-
llas nas raices e na base do tronco. Os sintomas a
nivel foliar e de planta incliien agromado tardio,
follas clordticas coa marxe necrdtica, cepas
ananizadas e, mesmo, seca de todo o pampano.

Tradicionalmente, o pé negro da vide foi
asociado co xénero Cylindrocarpon. Axina se
observou que o que se denominou nun principio
Cylindrocarpon, era en realidade un grupo moi
diverso de xéneros e especies, e foi precisa unha
reclasificacion. Foi asi como xurdiron novos
xéneros asociados coa enfermidade, tales como
Campylocarpon, Ilyonectria ou Cylindrocladiella.
Como imos ver neste traballo, son tan numerosas
as especies implicadas que con frecuencia empre-
gamos o termo “fungos do tipo Cylindrocarpon”
para referirnos aos patoxenos asociados con esta
enfermidade.

Incidencia dos patoxenos
asociados co pé negro

Os investigadores realizaron unha extensa
mostraxe das raices de portaenxertos enxertados
(110 Richter), procedentes de 15 viveiros do norte
de Espana. Dez anacos por planta de raices se-
cundarias procedentes de plantas asintomaticas
(sen rastro da enfermidade do pé negro) foron
pelados e o tecido da endorrizosfera foi cultivado
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en varios medios nutritivos sucesivos, ata con-
seguir colonias puras. Deste xeito, foron quen
de asociar cada unha das colonias obtidas (1.427
illados) con 13 especies de fungos, pertecentes
a 4 xéneros:

Dactylonectria
Ilyonectria
Neonectria
Thelonectria

Baseado no ntimero de plantas cribadas, e na
presenza ou ausencia dalgunha das especies,
os investigadores calcularon a incidencia (por-
centaxe de plantas infectadas) e a severidade
(porcentaxe de segmentos de raiz colonizados)
da enfermidade. A incidencia do pé negro nos
viveiros observados foi moi variable (5-90 %),
dependendo da localizaciéon do viveiro. A seve-
ridade flutuou entre 10-18 %.

Caracterizacion morfoloxica

Baseado na morfoloxia baixo o microscopio,
os autores puideron distinguir tres grupos de
fungos, ou tendencias morfoldxicas:

- caracteristicas tipicas de Thelonectria: hifas
de 5 septos, macroconidias (esporas) rectas,
sen presenza de clamidosporas (esporas de
resistencia, con paredes grosas);

- caracteristicas tipicas de Neonectria: hifas
con 5 septos, macroconidias curvas, clami-
dosporas pouco frecuentes;

- caracteristicas tipicas de Dactylonectria e
Ilyonectria (estas ddas un pouco mais dificiles
de distinguir entre si): hifas con 3 septos,
macroconidias esféricas, sin clamidosporas.

Caracterizacion molecular

O que realmente lles permitiu aos autores
diferenciar todos os tipos de fungos foi a ca-
racterizacién molecular. A grandes linas, os
investigadores extraeron o ADN de cada un dos
illados e secuenciaron 4 tipos de xenes (his3,
ITS, tef1 e tub2). A comparacion das secuencias
resultantes coas procedentes dun banco de
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Reducion da barbada en raices afectadas polo pé negro

secuencias (GenBank), para cada un dos xenes
secuenciados, permitiu asignar unha especie
de fungo determinada a cada illado. Ademais, a
similitude entre secuencias posibilitou calcular
varios indices para a construciéon dunha arbore
filoxenética que informase da distancia xenética
ou “parentesco” entre as diferentes especies.

Alguns dos resultados mais relevantes foron:

o Identificaronse ata 13 especies diferentes
asociadas co pé negro, o cal aumenta a 17
o nimero de especies atopadas en Espana
asociadas con esta enfermidade;

 Dactylonectria resultou ser o xénero mais
comunmente asociado co pé negro. En con-
creto, Dactylonetria torresensis foi a especie
mais prevalente en Espana;

» Detectaronse por primeira vez en Espana
duas especies asociadas con esta enfermida-
de (Ilyonectria pseudodestructans e Neonectria
quercicola);

« Identificaronse duas especies completamente
novas, que se describen con detalle e para as
que se propon nomenclatura (Dactylonetria
riojana e Ilyonectria vivaria);



Plantas con menor crecemento debido & enfermidade do pé negro. As plantas elixidas para este estudo foron, no entanto, asintomaticas

» Osinvestigadores propuxeron ddas posibles
arbores filoxenéticas, unha baseada na infor-
macién obtida das secuencias do xene hist3
e outra baseada na informacion obtida dos
catro xenes estudados (ITS, tub2, his3 e tef1).

Test do efecto da temperatura
e test da patoxenidade

Para determinar o efecto da temperatura sobre
o crecemento dos diferentes fungos, os investi-
gadores cultivaron 24 illados (seleccionados ao
azar) a temperaturas comprendidas entre 5°C e
35°C que ascendian a intervalos de 5°C. O efecto
da temperatura sobre o crecemento do fungo foi
estimado medindo o radio (en mm) das colonias
resultantes. A temperatura ideal de crecemento
para a maior parte dos illados resultou ser entre
19 e 21°C. A maioria dos illados creceron unha
media entre 2,5 e 4 mm/dia.

Os investigadores compararon a patoxenidade
de 24 illados ao azar mediante a inmersién de
plantas novas de Tempranillo nunha solucién de
esporas de cada un dos illados. As plantas ino-
culadas foron observadas diariamente durante
60 dias, e anotaronse para cada unha dous tipos
de parametros: tempo medio de vida despois da
infeccion e porcentaxe de plantas mortas. Dactylo-

nectria novozelandica resultou ser a especie mais
virulenta, seguido de Dactylonectria alcacerensis,
Dactylonectria macrodicyma e Ilyonectria vivaria.

Conclusions

Os autores conseguiron identificar ata 13 espe-
cies de fungos asociados coa enfermidade do pé
negro da vide a partir de plantas completamente
asintomaticas. Dactylonectria torresensis foi a es-
pecie mais frecuente en Espana asociada con esta
enfermidade, e Dactylonectria novozelandica foi a
especie mais virulenta. A inmersioén de raices en
solucions de esporas resultou ser unha técnica
efectiva para avaliar a virulencia das distintas
especies. A nivel molecular, as secuencias dos
xenes his3, tub2 ou tefl resultaron ser, indi-
vidualmente, unha ferramenta mais tutil para
diferenciar as especies que a secuencia do xene
ITS. Os autores descubriron dtas especies novas
de fungos, para as que proponen a nomenclatura
Dactylonetria riojana e Ilyonectria vivaria. Por
ultimo, apuntan a importancia de poder dilucidar
nun futuro cales son os factores que fan que un
fungo latente comece a causar enfermidade, é
dicir, pase de endéfito a patéxeno. *
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