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UTILIZACION DE ANTIFUNGICOS NATURALES PARA PREVENIR LA
INFECCION DE LESIONES, INJERTOS Y HERIDAS DE PODA EN PLANTAS
LENOSAS POR HONGOS FITOPATOGENOS

DESCRIPCION

El objeto del invento se refiere a la utilizacién de antifangicos naturales, aplicados
solos 0 en combinacion, para prevenir la infeccién por hongos fitopatégenos de

lesiones, heridas de poda e injertos en plantas lefiosas.
Campo técnico de la invencion.

La presente invencion se refiere a la utilizacion, solos o en combinacion, de tres
compuestos/extractos naturales que tienen propiedades antifingicas por separado
y que al combinarse muestran una efectividad muy alta para evitar la infeccion a
través de lesiones, heridas de poda e injertos de plantas de vid por hongos
fitopatogenos responsables de enfermedades de madera de vid, evitando la muerte

de la planta debida a este tipo de patégenos.

Los distintos compuestos/extractos y su mezcla han mostrado en ensayos
realizados en laboratorio sobre placas de medio de cultivo una gran capacidad de
inhibir el crecimiento de los siguientes hongos fitopatdgenos implicados en el
desarrollo de enfermedades de madera de vid: Botryosphaeria dothidea,
Cylindrocarpon macrodidymum (Neonectria macrodidyma), Diplodia seriata, Eutypa
lata, Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium aleophylum y Phomopsis

viticola.

Los distintos compuestos/extractos y su mezcla han mostrado en ensayos
realizados en laboratorio con sarmientos de vid de 7-10 cm de longitud una gran
capacidad para inhibir el desarrollo y colonizacién de los hongos citados
anteriormente del interior de los sarmientos, evitando su desplazamiento por el

interior de los mismos.

Los distintos compuestos/extractos y su mezcla han mostrado en ensayos
realizados en campo no tener un efecto negativo sobre el desarrollo de la planta,
ademas de inhibir la infecciéon de la planta por los hongos citados anteriormente a
través de las heridas de poda. Las plantas sometidas a tratamiento e infectadas
artificialmente mostraron, tras dos afios de ensayo una tasa de mortalidad del O-

12%, frente a plantas de vid no tratadas e infectadas artificialmente que mostraron
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una tasa de mortalidad del 52%. Estos datos confirman la eficacia en campo del
tratamiento realizado a fin de evitar la infeccién de hongos fitopatdgenos a través de
heridas de poda.

Aunque estos compuestos/extractos podrian ser usados individualmente, o en
distintas combinaciones, es especialmente recomendable su uso conjunto como
antifingicos para evitar la infeccion de plantas de vida a través de heridas de poda,

injertos u otro tipo de lesiones.
Antecedentes de la invencion

En el actual estado de la técnica, el solicitante desconoce precedentes de
invenciones referidas a la utilizacion de antifingicos naturales, aplicados solos o en
combinacién, para prevenir la infeccién de lesiones, injertos y heridas de poda en

plantas lefiosas por hongos fitopatogenos.

El término enfermedades de madera de vid (grapevine trunk diseases) o
decaimiento de la vid (grapevine decline) engloba un conjunto de patologias
producidas como consecuencia de la infeccion de la planta por una serie de hongos
fitopatdbgenos. La infeccién de las plantas es un problema sin resolver que
generalmente se inicia a través de la raiz o mas frecuentemente a través de las
heridas de poda u otro tipo de lesiones producidas durante el laboreo del vifiedo o

el ataque de insectos.

Tradicionalmente, estos problemas a resolver se han distinguido entre varias
patologias. En funcién de los sintomas y los hongos méas frecuentemente aislados
en el caso de plantas enfermas, las enfermedades o patologias mas importantes

son las que indicamos a continuacion:

. Enfermedad de Petri. Afecta principalmente a plantas jovenes. Causa

graves pérdidas econémicas en nuevas plantaciones, provocando a veces
la muerte de hasta el 90% de las plantas. Los agentes causales serian
Phaeocremonium aleophylum y Phaeomoniella chlamydospora [Bertelly et
al., (1998), Phytopathol. Mediterr. 37: 79-82]. Las plantas presentan un
crecimiento débil y una reduccién de la masa radicular que produce un
agotamiento prematuro. En el caso de esta enfermedad se ha establecido
una clara relacion entre la aparicion de sintomas en vifiedo y la presencia
de plantas infectadas en vivero [Giménez-Jaime et al, (2006), J.
Phytopathol. 154: 598-602].
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Yesca (apoplejia). Una de las enfermedades de vid mas antiguas que se
conocen considerada como endémica de todas las zonas vitivinicolas
mundiales. Afecta principalmente a cepas de mas de 25 afios y los
principales hongos asociados son (como en el caso de la enfermedad de
Petri) P. aleophylum y P. chlamydospora, aunque con cierta frecuencia se
pueden aislar los patdgenos Stereum hirsutum y Fomitiporia mediterranea
[Surico et al., (2006), Phytopathol. Mediterr. 45: 68-86]. Las plantas
presentan ' decoloraciones y necrosis foliares muy evidentes. La
produccion se reduce y los racimos llegan a pasificarse. Con cierta
frecuencia la enfermedad produce una apoplejia 0 muerte repentina de la
planta sobre todo en climas calidos [Cobos, (2008), Tesis Doctoral.

Departamento de Microbiologia y Genética. Universidad de Salamancal].

Eutipiosis. Se trata de una enfermedad de distribucion mundial producida
por el hongo Eutypa lata. Las plantas presentan pampanos débiles con
entrenudos cortos y hojas pequefias, deformadas y cloréticas [Lecomte et
al., (2000), Appl. Environ. Microbiol. 66: 4475-4480].

Pie _negro. Enfermedad de distribucion mundial que afecta
preferentemente a plantas jovenes (2-10 afios). El nombre de la
enfermedad hace referencia a la presencia de raices necrosadas con
oscurecimiento de los vasos xilematicos [Hallen et al., (2004), Stud.
Mycol. 50: 431-455). Se trata de una patologia asociada a distintas
especies del género Cylindrocarpon [Alaniz y col., (2007), Plant Disease
91: 1187-1193].

Excoriosis. Patologia de distribucién mundial producida por Phomopsis
viticola. Afecta a todos los érganos de la planta y los dafos ocasionados
son variados [Dubos, (2002), Maladies cryptogamiques de la vigne. Ed.
Feret. Bordeaux].

Sindrome del brazo muerto. El sintoma mas caracteristico es la aparicion

de necrosis superficiales en ramas y tronco que se observan al levantar la
corteza. En secciéon transversal el tejido muestra una decoloracion
sectorial de color negro, desarrollandose el patdgeno en los haces

vasculares. Los principales hongos asociados son miembros de la familia
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Botryosphaeriaceae como Diplodia seriata y Diplodia mutila. [van Niekerk
et al., (2006), Phytopathol. Mediterr. 45: (Supplement): 43-54].

El limite que existe entre estas enfermedades es muy tenue y de hecho
ocasionalmente las plantas pueden presentar sintomas que se podrian atribuira 2 6
mas enfermedades. Ademas, a partir de plantas afectadas es muy frecuente poder
aislar una mezcla de diferentes hongos fitopatbgenos. Por ello la tendencia actual
es la de considerar que todas estas enfermedades son una misma patologia
(enfermedad de madera o decaimiento de la vid), pudiendo variar la sintomatologia
en funcién de los hongos patégenos implicados en el proceso infectivo y de las
condiciones ambientales, o diferencias atribuibles a las diferentes variedades de vid
[Cobos, (2008), Tesis Doctoral. Departamento de Microbiologia y Genética.

Universidad de Salamancaj.

Las enfermedades de madera de vid son un grave problema para el sector
vitivinicola mundial. A nivel europeo el sector vitivinicola es importantisimo para la
Unién Europea. Representa el 47% de la superficie viticola mundial y el 60% de la
produccion mundial de vino. Los principales productores a nivel mundial son
Francia, ltalia, Espafia, abarcando entre los tres mas del 50% de fa produccion

mundial y acaparando el 53,8% de las exportaciones mundiales.

El sector vitivinicola espaiiol es de gran importancia por el valor econémico que
genera, por la extensiéon que ocupa, asi como por el papel que desempenfa en la
conservacion medioambiental y la buena imagen que aporta de Espafia a nivel
internacional. Esparia dedica 1,2 millones de hectareas al cultivo de la uva (de la
que el 97,4 % se destina a vinificacion, el 2% a uva de mesa, el 0,3 % a la
elaboraciéon de pasas y el 0,3 % restante a viveros). Se trata del pais con mayor
extension de vifiedo del mundo. Ademas la vid ocupa el tercer lugar en extension

de los cultivos espafioles, detras de los cereales y el olivar.

Las enfermedades de madera de vid son probablemente en la actualidad la mayor
amenaza a la que tienen que enfrentarse los viticultores y viveros de vid en todo el

mundo por varios motivos:

I).- La ausencia de métodos de control efectivos. De hecho en la actualidad los
viticultores Gnicamente pueden recurrir al empleo de medidas preventivas para
limitar o minimizar la transmisiéon de los hongos responsables entre las que

podemos citar métodos culturales (como la eliminacién lo mas rapida posible de la
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madera enferma, quema de residuos de poda, desinfeccion de las herramientas de
poda, etc) y métodos fisicos como tratar los plantones con calor (bafios de agua a
50°C durante 15-30 minutos) antes de su plantacién en suelo [Cobos, (2008), Tesis
Doctoral. Departamento de Microbiologia y Genética. Universidad de Salamancal).
No obstante se han realizado algunos estudios que plantean el uso de agentes de
control biolégico para tratar estas enfermedades. Asi, Di Marco y Osti [(2007),
Phytopathol. Mediterr. 46: 73-83] comprobaron la efectividad de un preparado
comercial del BCA Trichoderma harzianum para controlar la infeccion por P.
chlamydospora en viveros. El BCA mostr6 cierta eficacia promoviendo el desarrollo
del sistema radicular e incrementando el porcentaje de plantas que sobrevivian a la
infeccion con el patdgeno. Sin embargo, también como efecto adverso se observo
un incremento en la mortalidad de las plantas tratadas con el BCA, posiblemente
debido a la ausencia de adaptacion BCA-vid. Otros autores [Munkvold y Marois,
(1993), Phytopathol. 83: 624-629] aislaron a partir de heridas de poda de vid una
cepa del hongo Fusarium lateritium que se comporta como BCA frente a Eutypa lata
(el principal fitopatdgeno responsable de la eutipiosis) y del que se han aislado
incluso mutantes resistentes al antifingico benomilo a fin de incrementar la eficacia
del tratamiento [McMahan et al., (2001), J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 26: 151-155].
También se ha descrito el aislamiento de BCAs bacterianos antagonista contra
Eutypa lata [Schmidt et al., (2001), J. Phytopathol. 149: 427-435] aunque no se ha

probado su eficacia en plantas vivas.

I).- Las enfermedades de madera de vid generan graves pérdidas econdomicas
debido a disminucién de los rendimientos de la planta, pérdida de calidad de la uva,
muerte de plantas, gastos de arrancamiento y replantacién, etc. Aunque cuantificar
dichas pérdidas es muy dificil algunos analisis indican que sélo en el estado de
California (USA) la enfermedad de madera conocida como eutipiosis suponia en el
afio 2001 unas pérdidas econémicas estimadas en 260 millones de dblares [Siever,
(2001), Wines & Vines (April): 50-56]. Mas recientemente y so6lo en el caso de la
enfermedad de madera conocida como yesca las pérdidas para los viticultores se
han estimado entre 213-788 délares por acre (o lo que es lo mismo unos 532-1970
délares por hectarea [Vasquez et al., (2007), Phytopathol. Mediterr. 46: 118].

I).- La incidencia del problema es elevada. En efecto, desde la prohibicion del uso
del arsenito sodico en 2003 para su tratamiento se observa un lento pero

continuado aumento del nimero de plantas afectadas. Asi en un estudio realizado
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en vifledos de Castilla y Ledn correspondientes a las denominaciones de origen
Cigales, Toro, Ribera de Duero, y Tierra de Ledtn se ha pasado de un grado de
afectacion del 1.8% en el afio 2001 a un grado de afectaciéon del 10.5% en el afio
2007 [Martin y Cobos, (2007), Phytopathol. Mediterr. 46: 18-25]. Este efecto tiene
un caracter global detectandose en otros paises europeos [Michelon et al., (2006),
Phytopathol. Mediterr. 46: 105].

IV).- El problema no s6lo afecta a los viticultores de todo el mundo sino que es
también un grave problema para los viveros de planta de vid, ya que varios estudios
indican que en una elevada proporcién las plantas se infectan en el vivero y cuando
llegan al viticultor para ser cultivadas en campo ya estan infectadas, desarrollando
la patologia en momentos diferentes dependiendo de variados factores como
caracteristicas del suelo, condiciones climaticas, situaciones de estrés, variedad de
vid, etc [Giménez-Jaime et al., (2006), J. Phytopathol. 154: 598-602; Aroca y
Raposo, (2005), Phytoma 167: 56-59].

Objeto de la invencion.

El objeto de la invencion se relaciona con el uso de quitosan oligosacarido, extracto
de ajo (Allium sativum L.) y vainillina (4-hidroxi-3 metoxibenzaldehido), utilizados
solos 0 en combinacién para el tratamiento de heridas de poda de vid. Estos
compuestos/extractos se han seleccionado tras ensayar nuUMErosos

compuestos/extractos naturales con propiedades antiflingicas.
Todos ellos son productos naturales:

o El quitosan se obtiene a partir del exoesqueleto de crustaceos (gambas,
langostino, etc) y su consumo estd permitido en humanos como suplemento
dietético.

. El extracto hidroalcohélico de ajo se obtiene a partir de ajos de cualquier

variedad aptos para el consumo humano.

. La vainillina es el principal componente de la vaina de la vainilla y se
emplea como saborizante en el sector alimentario y también como preservante

alimentario.

Estos compuestos/extractos, solos o0 en combinacion, se aplican sobre la herida de

poda inmediatamente después de producirse ésta mediante aplicacion con brocha,
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pulverizacion o mediante tijeras de poda especiales que aplican el producto

simultaneamente a la realizacion del corte.

Ensayo 1: Para determinar el efecto inhibitorio del quitosan, extracto
hidroalcohdlico de ajo y vainillina sobre el crecimiento de hongos fitopatogenos
responsables de enfermedades de madera de vid determinado mediante ensayos
en placa.

Todos los ensayos (a menos que se indique lo contrario) se realizaron frente a los
siguientes patoégenos: Botryosphaeria dothidea, Cylindrocarpon macrodidymum
(Neonectria macrodidyma), Diplodia seriata, Eutypa lata, Phaeomoniella

chlamydospora, Phaeoacremonium aleophylum y Phomopsis viticola.

Los ensayos consistieron en inocular dichos hongos en el centro de placas de
medio de cultivo PDA (agar dextrosa de patata) conteniendo el compuesto/extracto
antifangico. Las placas se incubaron a 25°C durante 5-30 dias dependiendo de la
especie de hongo y midiendo el crecimiento radial de la colonia cada 24 horas. Los
valores de crecimiento radial obtenidos se compararon con datos de crecimiento
radial del mismo hongo creciendo sobre placas de medio PDA que no contenian el

antifungico.

* Efecto inhibitorio del quitosan en placa. Los resultados obtenidos en placa para la
actividad antifingica del quitosan oligosacarido (ensayado en el rango 0,05 — 4
mg/ml preparado por disolucion en agua) revelaban que 4 mg/ml de quitosan
oligosacérido inhibia al 100% el crecimiento del micelio de todos los hongos
analizados. No obstante, la MIC (concentracién minima de inhibicién) varia entre
algunos tipos de hongos siendo de 0.5 mg/ml para E. /ata, de 0.75 mg/mi para C.
macrodidyma, P. chlamydospora, P. aleophilum y P. viticola y de 1 mg/ml para los
hongos D. seriata y B. dothidea. E| efecto del quitosan a una concentracion de 2
mg/ml fue fungistatico para todos los hongos ensayados, excepto para C.

macrodidymum y P. aleophylum que exhibi6 un caréacter fungicida.

* Efecto inhibitorio del extracto hidroalcohdlico de ajo en placa. En este caso se
trataba de un extracto hidroalcohdlico de ajo al 30% (p/v) preparado en etanol al
10%. El extracto hidroalcoholico de ajo se ensay6 en el rango de concentracion 2-
20%. El extracto hidroalcoholico de ajo al 6% inhibia al 100% el crecimiento de

todos los hongos patégenos con la excepcion de C. macrodidimum (inhibicion del
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95%) y de E. lata (inhibicion del 82%). El extracto hidroalcohdlico de ajo al 10%
mostro un efecto fungistatico frente a todos los hongos ensayados.

* Efecto inhibitorio de la vainillina en placa. La vainillina se prepar6 inicialmente a
una concentracién de 300 mg/ml en metanol al 50% y se diluyd en agua hasta la
concentracion de trabajo. En este caso el efecto antifUngico de la vainillina se
ensaydé en un rango de concentracién de 0.5-10 mg/ml. La vainillina a una
concentracion de 4 mg/ml inhibié al 100% el crecimiento en placa de los hongos B.
dothidea, C. macrodidimum, D. seriata y P. viticola. El crecimiento de E. lata, P.
chlamydospora y P. aleophylum fue inhibido al 100% a una concentracién de 8
mg/ml. La vainillina a una concentracién de 10 mg/ml mostré efecto fungistatico
frente a todos los hongos ensayados, excepto frente a B. dothidea, C.

macrodidimum y P. chlamydospora que mostrd efecto fungicida.

* Efecto inhibitorio de la mezcla quitosan-extracto hidroalcohdlico de ajo-vainillina
(mezcla QAV) en placa. La mezcla se prepard conteniendo quitosan (2 mg/ml),
extracto hidroalcohdlico de ajo (4%) y vainillina (2 mg/ml). Con esta composicion la
mezcla mostré un claro efecto sinérgico de sus componentes ya que inhibia al
100% el crecimiento de todos los patdgenos ensayados, mientras que ninguno de
sus componentes por separado mostrd esa capacidad. El efecto sinérgico y las
propiedades mejoradas de la mezcla se pusieron también de manifiesto porque la
mezcla tenia caracter fungicida frente a todos los patbgenos, provocando su

muerte tras una incubacién en su presencia de 1-6 horas de duracion.

Ensayo 2: Para determinar el efecto inhibitorio del quitosan, extracto
hidroalcohélico de ajo y vainillina sobre el crecimiento de hongos fitopatégenos
responsables de enfermedades de madera de vid determinado mediante ensayos

realizados sobre sarmientos de vid.

Los ensayos se realizaron con sarmientos de vid de 7-10 cm de longitud. Los
sarmientos se esterilizan en autoclave para eliminar cualquier hongo o bacteria que
pueda interferir en el ensayo. El ensayo consiste en realizar una pequefia cavidad
en el sarmiento de unos 4 mm de didametro y profundidad utilizando un bisturi. A
continuacién aftadimos 100 microlitros del antifingico (o de la mezcla) y dejamos
que sea adsorbido durante 1-2 horas. A continuacién se introduce en la cavidad un
fragmento de agar de unos 3 mm de diametro portador del hongo fitopatogeno.
Seguidamente el orificio se sella con papel plastico y el sarmiento se introduce en

un tubo de plastico estéril en cuyo fondo introducimos algodén estéril empapado en



10

15

20

25

30

WO 2012/131117 PCT/ES2012/000057

agua para conservar condiciones de humedad en el interior del tubo que favorezcan
el desarrollo del hongo. Seguidamente el tubo se incuba a 25°C durante 7-30 dias
dependiendo del hongo utilizado. Seguidamente procedemos al analisis de los
sarmientos cortando 2 rodajas de madera 1 cm por encima y por debajo del punto
de inoculacién. De cada rodaja se extraen 7 astillas de madera que se depositan
sobre placas de medio PDA. Tras una incubacion a 25°C, para permitir el
crecimiento del hongo, se calculan los resultados de inhibicion de crecimiento del
patogeno por el antifingico, que se expresan como la relacion (porcentaje) de
astillas desde las que se desarrolla patbgeno en el caso de sarmientos tratados con
antifingico, frente al niumero de astillas que desarrollan crecimiento del patogeno
en el caso de sarmientos infectados pero no tratados con el antifungico. Cada
ensayo se realizd por triplicado utilizando lotes de 3 sarmientos control y 3

sarmientos tratados con antifungico.

En este caso los ensayos se realizaron frente a los siguientes hongos:
Botryosphaeria dothidea, Cylindrocarpon macrodidymum (Neonectria
macrodidyma), Diplodia seriata, Eutypa lata, Phaeomoniella chlamydospora, y
Phomopsis viticola.

* Efecto inhibitorio del quitosan en sarmientos de vid. En este ensayo se utiliz6 una
concentracién de quitosan de 10 mg/ml. A esta concentracion el quitosan inhibia al
100% la capacidad de propagarse a través del sarmiento de todos los hongos,

excepto C. macrodidymun (inhicion del 90%) y E. lata (inhibicion del 75%).

* Efecto inhibitorio del extracto hidroalcohélico de ajo en sarmientos de vid. En
estos ensayos se utiliz6 extracto hidroalcohdlico de ajo al 10%. A esta
concentracién se produjo una inhibicion del 100% del crecimiento para todos los

hongos excepto para C. macrodidymum (en que la inhibicion fue del 40%).

* Efecto inhibitorio de la vainillina en sarmientos de vid. La concentracion de
vainillina utilizada en los ensayos fue de 4 mg/ml. En estas condiciones el
antifungico inhibia al 100% el crecimiento de P. chlamydospora y P. viticola, al 78%
el crecimiento de C. macrodidymum, al 67% el crecimiento de D. seriata y B.
dothidea y al 50% el crecimiento de E. /ata.

* Efecto inhibitorio de la mezcla quitosan-extracto hidroalcohélico de ajo-vainillina
(mezcla QAV) en sarmientos de vid. La mezcla utilizada en este caso contenia:
quitosan (10 mg/mi) — Extracto hidroalcohélico de ajo (10%)- Vainillina 4 mg/ml. La
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mezcla de los 3 componentes mostrd un claro efecto sinérgico frente al empleo por
separado de cada uno de ellos ya que el crecimiento de todos los hongos fue
inhibido con una eficacia del 100%.

Ensayo 3: Para determinar el efecto protector de quitosan, extracto hidroalcohdlico
de ajo y vainillina sobre plantas de vid infectadas artificialmente con hongos
fitopatogenos.

Los ensayos se realizaron con plantas de la variedad de uva Tempranillo en un

vifiedo experimental.
La metodologia del ensayo se indica a continuacion:

v' Cada planta se cultivdé independientemente en una maceta de 800 litros de
capacidad que contenia un sustrato comercial adaptado especialmente para plantas
de vid. Las plantas (500 en total) se organizaron en 20 lineos de 25 plantas por

lineo.
En total en este estudio se sembraron 10 lineos que se describen a continuacion:
. Lineo 1. Lineo control de plantas sin tratar.

. Lineo 2. Plantas infectadas artificialmente sobre las heridas de poda con
los hongos D. seriata (10.000 unidades formadoras de colonias), P. chlamydospora
(10.000 unidades formadoras de colonia ) y C. macrodidymun (2000 unidades

formadoras de colonia).

. Lineo 3. Plantas tratadas con quitosan (25 mg/ml)

. Lineo 4. Plantas tratadas con extracto hidroalcohélico de ajo (10%)

o Lineo 5. Plantas tratadas con vainillina (5 mg/ml)

) Lineo 6. Plantas tratadas con la mezcla QAV (cada compuesto individual

a la concentracién indicada anteriormente)

. Lineo 7. Plantas tratadas con quitosan (como en lineo 3) e infectadas con

los patégenos.

° Lineo 8. Plantas tratadas con extracto hidroalcohdlico de ajo (como en

lineo 4) e infectadas con los patégenos

° Lineo 9. Plantas tratadas con vainillina (como en lineo 5) e infectadas con

los patdégenos
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. Lineo 10. Plantas tratadas con la mezcla QAV (como en lineo 6) e

infectadas con los patdgenos.

En todos los casos los antiflingicos se aplicaron con brocha sobre las heridas de
poda.

La relacién de plantas vivas y muertas en cada uno de los lineos del vifiedo
experimental tras 2 afios de poda, aplicacién del antifingico e infeccion artificial con

hongos fitopatogenos, se ha representado en la figura 1.

v Las plantas se sembraron en la primavera del afio 2008. En noviembre de 2008
las plantas fueron podadas y una vez podadas se les aplicd a los lineos
correspondientes el tratamiento a base de antifingicos (lineos 3 a 10). A
continuacion 24 horas mas tarde se procedié a la infeccién artificial de las plantas
mediante adicién de suspensiones acuosas que contenian los hongos fitopatogenos

y en las cantidades anteriormente citados.

Esta metodologia se repiti6 sucesivamente (poda en noviembre de 2009 vy
aplicacion de antifingicos y hongos; analisis de plantas en junio 2010; y finalmente

poda en noviembre de 2010 y aplicacién de antifingicos y hongos).

Transcurridos 2 afios desde el inicio del estudio se analizaron dos tipos de

parametros:
a).- indice de mortalidad de plantas en cada lineo (ver figura 1).

Como podemos apreciar en la figura 1 a los dos afios de iniciarse el estudio y
proceder a la infeccion artificial del vifiedo experimental pudimos comprobar como
en el caso del lineo 2 (plantas infectadas y no tratadas con antifingicos) el nivel de
mortalidad fue del 52%, mostrando las restantes plantas vivas en algunos casos
sintomas foliares evidentes (lesiones) atribuibles a hongos patégenos responsables
de enfermedades de madera. Este dato indica que la inoculacién realizada sobre

heridas de poda fue efectiva provocando la infeccion de las plantas de vid.

La mortalidad natura! en el lineo control (lineo 1) fue del 12.0%, mientras que en el
caso de los lineos correspondientes a plantas no infectadas y tratadas con
antifingico los niveles de mortalidad fueron respectivamente del 8% (quitosan,; fineo
3), 4% (extracto hidroalcohélico de ajo; lineo 4), 8% (vainillina; lineo 5) y 0%
(mezcla QAV; lineo 6).
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Por el contrario en el caso de los lineos tratados con antifingicos e infectados
artificialmente observamos una tasa de mortalidad del 12% (lineo 7), 8% (lineo 8),
12% (lineo 9) y 0% (lineo 10). Estos resultados permiten concluir que la aplicacion
individual de los antifungicos sobre heridas de poda tiene un claro efecto protector
sobre las plantas de vid ya que los niveles de mortalidad se redujeron
considerablemente frente a la tasa de mortalidad del 52% observada en el lineo 2
(plantas infectadas y no tratadas con antifungicos). La mayor proteccion era
ejercida por el extracto hidroalcohdlico de ajo (mortalidad del 8%), seguida del
quitosan y la vainillina (mortalidad del 12%). La mezcla QAV mostré unas
propiedades mejoradas respecto a la aplicacién individual de sus componentes ya
que no se produjo la muerte de ninguna de las plantas tratadas con la mezcla, por

lo que de su aplicacion conjunta podemos deducir un claro efecto sinergistico.

b).- Analisis de 6 plantas por lineo a fin de determinar la presencia en plantas de
hongos responsables de enfermedades de madera de vid. Para ello las plantas se
arrancaron y se analiz6 la presencia de hongos en rodajas de madera 2, 5y 10 cm

por encima y por debajo del lugar de inoculacion de los hongos.

Los resultados de este analisis confirmaron la presencia de hongos fitopatogenos
responsables de madera en el 50-90% de las muestras analizadas
correspondientes a plantas infectadas artificialmente (lineo 2). Los niveles de
deteccion de hongos fitopatégenos en plantas del lineo 1 o control oscilaron entre el
5-8% de las muestras analizadas y entre el 0-2%(lineo 3; quitosan), 0-3% (lineo 4;
extracto hidroalcohoélico de ajo), 1-3% (lineo 5; vainillina) y 0-1% (lineo 6; mezcla
QAV). Niveles similares fueron detectados en el caso de los lineos infectados
artificialmente y tratados con antifingicos: 0-4% (lineo 7), 1-2.5% (lineo 8), 0-6%
(lineo 9) y 0-1% (lineo 10). Estos datos claramente confirman que la aplicacién de
los antifingicos seleccionados, y en especial de la mezcla, son capaces de
disminuir los niveles de infeccion de hongos fitopatdgenos de enfermedades de
madera a través de heridas de poda, tanto en el caso de infecciones naturales
como en el caso de infecciones artificiales en las que los patégenos se aplicaban

directamente sobre las heridas de poda.

v En junio de 2009 y de 2010 se procedi6 al andlisis de una serie de parametros
incluyendo longitud del décimo entrenudo, longitud total y numero de hojas
cloréticas. Ademas se tomaron muestras de hojas de plantas de cada lineo a partir

de los que se obtuvieron extractos en los que se analizaron parametros tales como
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concentracién de proteinas, peroxidacién lipidica, actividad catalasa, actividad
guayacol peroxidasa (GPX), glutatién S transferasa (GST) y superoxido dismutasa
(SOD) utilizando protocolos estandar. El objetivo de estos estudios era por un lado
confirmar que la aplicacion de los antifingicos no tenia efecto negativo o estresante
sobre las plantas y por otro determinar un posible efecto estimulador de los
mecanismos de defensa sistémicos de la planta. Los resultados obtenidos indican
que en ningun caso la aplicacion de antifugicos tuvo un efecto nocivo para la planta

ya que no se incrementaron los niveles de los marcadores de estrés utilizados.
Preparacion de los antiftingicos y su aplicacion sobre las heridas de poda.

El quitosan oligosacarido se prepara mediante disolucién en agua destilada a una
concentracion inicial de 100 mg/mi. Se aplica sobre las heridas de poda a una
concentracion de 10-25 mg/ml.

El extracto hidroalcohélico de ajo se prepara mediante homogeneizacion de dientes
de ajo pelados a una concentracion inicial del 30% (p/v) en etanol al 10%. La
homogeneizacion se consigue mediante trituracién con batidora o similar hasta
obtener una suspensién homogénea y fina. La suspensioén se incuba a continuacion
durante 2 horas a 4°C con agitacion para una maxima extraccion de los principios
activos. La suspensién se puede filtrar a fin de eliminar materiales sdlidos. La
aplicacién sobre las heridas de poda se realiza a una concentracion del 7-10% (p/v)

mediante la disolucién de la suspension inicial en agua destilada.

La vainillina se prepara mediante disolucién en metanol a una concentracion inicial
de 200 mg/ml. La aplicacion sobre las heridas de poda se realiza a una
concentracion 3-5 mg/ml, mediante disolucion de disolucién inicial en etanol al 10%

(v/v) o agua.

La combinacién de quitosan oligosacarido, extracto hidroalcohdlico de ajo y
vainillina se prepara a partir de las disoluciones o suspensiones concentradas de
los productos por separado y se aplica sobre las heridas de poda con una
composicion del quitosan (20-25 mg/ml)-extracto hidroalcohdlico de ajo (8-10%)-

vainillina (3-4 mg/mt).
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REINVINDICACIONES

1.- Utilizacidon de antifingicos naturales para prevenir la infeccion de lesiones,
injertos y heridas de poda en plantas lefiosas por hongos fitopatégenos,
caracterizada porque comprende, solos o en combinacion, quitosan oligosacarido,
extracto hidroalcohélico de ajo y/o vainillina.

2.- Procedimiento para preparar la combinacién de antifingicos de la reivindicacion

1, caracterizado porque consta de las etapas de:

a) preparar el quitosan oligosacarido mediante disolucién en agua destilada a una
concentracion inicial de 100 mg/ml; y se aplica sobre las heridas de poda a una
concentracion de entre 10 y 25 mg/ml;

b) preparar el extracto hidroalcohélico de ajo mediante homogeneizacién de dientes
de ajo pelados a una concentracion inicial del 30% (p/v) en etanol al 10%; y la
aplicaciéon sobre las heridas de poda se realiza a una concentracion de entre 7% vy

10% (p/v) mediante la disolucién de la suspensidn inicial en agua destilada.

c) preparar la vainillina mediante disolucién en metanol a una concentracion inicial
de 200 mg/ml; y la aplicacién sobre las heridas de poda se realiza a una
concentracion de entre 3 y 5 mg/mi (por disolucién de la disolucion inicial en etanol

al 10% (v/v) o agua);

d) preparar la combinacién de quitosan oligosacarido, extracto hidroalcohdlico de
ajo y vainillina a partir de las disoluciones o suspensiones concentradas de los
productos por separado y se aplica sobre las heridas de poda con una composicion
del quitosan (entre 20 y 25 mg/ml)-extracto hidroalcohdlico de ajo (entre 8 y 10%)-

vainillina (entre 3 y 4 mg/ml).

3.- Utilizacién segun las reivindicaciones 1 y 2, para lo cual se aplica quitosan
oligosacarido a una concentracién de entre 10 y 25 mg/ml, sobre heridas de poda,
injertos u otro tipo de lesiones de plantas lefiosas, preferentemente vid, para evitar
la infeccion por especies de hongos fitopatdogenos descritos como causantes de

enfermedades de madera.

4 .- Utilizacion segun las reivindicaciones 1 y 2, para lo cual se aplica un extracto
hidroalcohdlico de ajo a una concentracion de entre 7 y 10% (p/v) preparado en

etanol (10%), sobre heridas de poda, injertos u otro tipo de lesiones de plantas
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lefiosas, preferentemente vid, para evitar la infecciéon por especies de hongos

fitopatogenos descritos como causantes de enfermedades de madera.

5.-Utilizacién seguln las reivindicaciones 1 y 2, para lo cual se aplica vainillina a una
concentracion de entre 3 y 5 mg/ml, preparada por disolucién en agua o etanol 10%
sobre heridas de poda, injertos u otro tipo de lesiones de plantas lefiosas,
preferentemente vid para evitar la infecciéon por especies de hongos fitopatogenos

descritos como causantes de enfermedades de madera.

6.- Utilizacion segun las reivindicaciones 1 y 2, para lo cual se aplica quitosan
oligosacarido y extracto hidroalcohdlico de ajo, en cualquier combinacion, sobre
heridas de poda, injertos u otro tipo de lesiones de plantas lefiosas,
preferentemente vid, para evitar la infeccion por especies de hongos fitopatogenos

descritos como causantes de enfermedades de madera.

7.- Utilizacién segun las reivindicaciones 1 y 2, para lo cual se aplica quitosan
oligosacarido y vainillina, en cualquier combinacién, sobre heridas de poda, injertos
u otro tipo de lesiones de plantas lefiosas, preferentemente vid, para evitar la
infeccion por especies de hongos fitopatdgenos descritos como causantes de

enfermedades de madera.

8.- Utilizacion segun las reivindicaciones 1 y 2, para lo cual se aplica extracto
hidroalcoholico de ajo y vainillina, en cualquier combinacién, sobre heridas de poda,
injertos u otro tipo de lesiones de plantas lefiosas, preferentemente vid, para evitar
la infeccién por especies de hongos fitopatégenos descritos como causantes de

enfermedades de madera.

9.- Utilizacién segun las reivindicaciones 1 y 2, para lo cual se aplica quitosan
oligosacarido, extracto hidroalcohdlico de ajo y vainillina, combinados en cualquier
proporcion, sobre heridas de poda, injertos u otro tipo de lesiones de plantas
lefiosas, preferentemente vid para evitar la infeccion por especies de hongos

fitopatdégenos descritos como causantes de enfermedades de madera.

10.- Utilizacién segln la reivindicaciéon 3, para lo cual se aplica quitosan
oligosacarido a una concentracién de 25 mg/ml, sobre heridas de poda, injertos u
otro tipo de lesiones de plantas lefiosas, preferentemente vid, para evitar la
infeccion por especies de hongos fitopatdégenos descritos como causantes de

enfermedades de madera.
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11.-Utilizacidbn segun la reivindicacién 4, para lo cual se aplica extracto
hidroalcohdlico de ajo a una concentraciéon del 10%, sobre heridas de poda, injertos
u otro tipo de lesiones de plantas lefiosas, preferentemente vid para evitar la
infeccion por especies de hongos fitopatégenos descritos como causantes de
enfermedades de madera.

12.- Utilizacién segln la reivindicacion 5, para lo cual se aplica vainillina a una
concentracion de 5 mg/ml, sobre heridas de poda, injertos u otro tipo de lesiones de
plantas lefiosas, preferentemente vid para evitar la infecciébn por especies de

hongos fitopatégenos descritos como causantes de enfermedades de madera.

13.- Utilizacién segun la reivindicacion 9, para lo cual se aplica la combinacion de
quitosan oligosacarido, extracto hidroalcohdlico de ajo y vainillina, en una
proporcion de quitosan oligosacarido (25 mg/ml), extracto hidroalcohdlico de ajo

(10%) y vainillina (4 mg/ml).
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