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La invencion se refiere a una composicion fungicida
para la prevencién y lucha contra las enfermedades
de la madera de la vid, que contiene como
componente activo un extracto de uva o de un
subproducto del proceso de vinificacién rico en
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la composicién para la eliminacién o inhibicion de
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DESCRIPCION

Composicion fungicida para la prevencién y lucha contra las enfermedades de la madera
de la vid

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se engloba dentro del campo de la viticultura y mas concretamente
en el ambito de la prevencion y lucha contra las enfermedades de la madera de la vid
(EMV).

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencion se centra en resolver una de las mayores problematicas existentes
en la actualidad en el vifiedo: las enfermedades de la madera de la vid (EMV) que
anualmente provocan grandes pérdidas en la produccién y afectan negativamente a la
calidad de los vinos.

Mas especificamente la presente invencion tiene como objetivo el desarrollo de un nuevo
producto natural que permita solucionar los problemas de las EMV ocasionadas por
hongos. Al tratarse de un producto natural se pretende obtener una uva y vino sin residuos
de pesticidas y disminuir asi el uso de materias activas de origen quimico en el cultivo.

La invencion se refiere especificamente a un compuesto fungicida que contiene como

componente activo un extracto de uva o de un subproducto del proceso de vinificacién.
También es objeto de la presente invencion el desarrollo de una composicién que
comprenda el producto natural activo y que permita el control de las EMV mediante

aplicacion aérea y el procedimiento para el uso del mismo.

ESTADO DE LA TECNICA CONOCIDO

Las enfermedades de la madera se encuentran entre los problemas fitosanitarios mas
perjudiciales que afectan al cultivo de la vid, tanto en planta joven como adulta. Diversos
factores como la intensificacion del cultivo, el uso de material vegetal de propagacion de

baja calidad sanitaria, la prohibicién en el uso del arsenito sédico, la realizacién de podas
2
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cada vez menos esmeradas, y la escasa proteccion de las heridas de poda, entre otros,

han contribuido a un aumento considerable de la incidencia de las enfermedades de la

madera de la vid en todo el mundo en las Ultimas dos décadas. Actualmente se estima que

afectan a un 10 a 15% del vinedo.

Concretamente en Espana, las enfermedades mas importantes detectadas en la actualidad

(“enfermedades de la madera de la vid”, C. Agusti-Brisach et al.,2017) son:

En nuevas plantaciones:

La enfermedad de Petri: La enfermedad de Petri es caracteristica de vides
jovenes, apareciendo sus sintomas pocos anos después de la plantacion. Los
sintomas asociados a esta enfermedad consisten en un retraso del desarrollo y
escasa vitalidad de las plantas mostrando brotacién reducida o retrasada, brotes
con entrenudos cortos, hojas de menor tamano y cloréticas y, finalmente, la muerte
de las plantas (Garcia-Jiménez et al., 2010).

La enfermedad afecta a la parte basal del patrén, colonizando los tejidos
xilematicos, de modo que al realizar cortes transversales y longitudinales de la
madera se observan pequenas punteaduras o estrias necroéticas, respectivamente,
correspondientes a los vasos afectados por la enfermedad, observandose en
ocasiones exudaciones gomosas. La obstruccion de los vasos xilematicos provoca
una insuficiencia hidrica y la escasez de suministro de nutrientes a las partes
vegetativas de la planta provocando el decaimiento general de la planta (Garcia-
Jiménez et al., 2010).

Los agentes causales son Phaeoacreomonium spp., Phaeomoniella
chlamydospora y Ca. luteo-olivacea (Gramaje y Armengol, 2011). Ademas, estos
hongos estan asociados a la yesca en planta adulta, ya que actuarian previamente
en la degradacion de la madera, favoreciendo la colonizacién posterior de ésta por
F. mediterraneay S. hirsutum (Garcia-Jiménez et al., 2010).

Los hongos causantes de la enfermedad de Petri se consideran hongos de suelo
pudiendo infectar a las plantas a través de las heridas provocadas en el sistema
radicular o en la parte basal del patron en contacto con el suelo. Estos hongos
pueden sobrevivir en los viledos en hospedantes alternativos como las malas
hierbas (Agusti-Brisach et al., 2011). Ademas, también pueden infectar de forma
aérea a través de la infeccion de las heridas de poda (Agusti-Brisach et al., 2015).
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La enfermedad del pie negro: Esta enfermedad se caracteriza por afectar al
sistema radical y a la base del patrén de plantas jovenes, provocando lesiones
necréticas que resultan en una reduccién de la masa radicular.

En la madera del portainjerto puede observarse una necrosis generalizada que se
inicia desde la base del mismo y se extiende hacia arriba. En cortes transversales,
estas lesiones necréticas pueden ir desde la médula hasta la corteza. Como
consecuencia, las plantas infectadas presentan una reduccion del desarrollo y
menor vigor, ausencia o retraso de la brotacién, acortamiento de entrenudos,
clorosis en hojas y/o marchitez, y un decaimiento general que puede acabar con la
muerte de la planta.

Los agentes causales de esta enfermedad pertenecen a los géneros
Campylocarpon, Cylindrocarpon, Cylindrocladiella, Dactylonectria e Ilyonectria.
Estos hongos infectan las plantas a través de heridas en las raices o en la parte
basal del patron que esta en contacto con el suelo (Agusti-Brisach y Armengol,
2013).

Cabe destacar, que estos patdgenos son frecuentes en vivero donde pueden
aislarse de las raices y de la base del patron tanto de plantas madre, como de
planta injertada, por lo que el material de propagacién de vid podria estar ya
infectado al establecer una nueva plantacién (Agusti-Brisach et al., 2013b).
Algunos de estos hongos producen estructuras de resistencia (clamidosporas) que
les permiten sobrevivir durante largo tiempo en ausencia de su hospedante, siendo
el suelo una importante fuente de inéculo (Agusti-Brisach et al., 2014). Las malas
hierbas también son hospedantes alternativos de estos patdégenos que les
permitiran sobrevivir en los vifiedos durante largos periodos de tiempo (Agusti-
Brisach et al., 2011)

En vifiedos productivos:

El decaimiento por Botryosphaeria: E| sintoma tipico de esta enfermedad es la
necrosis sectorial de la madera de los brazos o del tronco principal de las plantas,
observandose el decaimiento progresivo de brazos o la muerte de plantas (Urbez-
Torres, 2011).

Esta enfermedad esta causada por un gran nimero de especies fungicas de la
familia Botryosphaeriaceae, siendo las mas frecuentes en Espana Diplodia seriata
y Neofusicoccum parvum (Garcia-Jiménez et al., 2010). Estos hongos se

caracterizan por producir picnidios en la madera afectada cuando las condiciones
4
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de humedad y temperatura son adecuadas para su desarrollo. Las esporas
(picnidiosporas) son dispersadas por el viento y por el impacto de las gotas de agua
durante las lluvias.

Estos hongos también tienen una fase de reproduccion sexual en invierno durante
la cual forman peritecios en los restos de madera muerta (en vides afectadas o
restos de poda) en los que se forman ascas y ascosporas que también pueden
servir de fuente de indculo para infecciones tempranas, al inicio del ciclo productivo
de la planta.

La infeccién de estos hongos se produce principalmente cuando las esporas se
depositan sobre las heridas de poda, y germinan penetrando en el interior de los
tejidos vegetales (Garcia-Jiménez et al., 2010; Agusti-Brisach et al., 2015)..

La eutipiosis: Los sintomas tipicos son presencia de brotes raquiticos con
entrenudos cortos y pequefos en las plantas afectadas, y hojas con clororis y/o
necrosis marginal e internervial con tejido muerto. En el tronco y brazos se observa
una necrosis sectorial de color marrén oscuro, en forma de cufa, que provoca la
muerte de brazos, y progresivamente la muerte total de la planta. En Espana, esta
enfermedad esta causada principalmente por el hongo ascomiceto Eutypa latay,
en menor medida, por otras especies pertenecientes a la familia Diatrypaceae, de
las cuales se han referenciado hasta cuatro de ellas en madera afectada por esta
enfermedad: Anthostoma decipiens, Cryptovalsa ampelina, Eutypella citricola y
Eutypella microtheca (Luque et al., 2012).

Eutypa lata produce estromas en la madera afectada formando peritecios
(estructuras de reproduccion sexual). Las ascosporas se liberan a lo largo del afio
diseminandose por el viento, y los conidios se diseminan principalmente por el
impacto de las gotas de lluvia, penetrando en la planta a través de las heridas de
poda realizadas durante el invierno o inicios de primavera, infectando y colonizando
la madera (Bertsch et al., 2013).

La yesca: es la enfermedad mas conocida. Las hojas de las plantas afectadas
adquieren un color verde claro volviéndose cloréticas progresivamente,
desarrollandose puntos irregulares entre las venas o en los margenes de las hojas,
gue se extienden hacia el exterior de las partes distales de los brotes evolucionando
posteriormente a necrosis. El sintoma mas comun es una podredumbre seca de la
madera, caracteristicamente blanda, interna, y de color crema o amarillento. La

podredumbre comienza normalmente a partir de una herida de poda y aparece
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separada por una linea negra de otra zona mas exterior, de consistencia dura, en
la que se pueden apreciar puntos o estrias necréticas.

Esta enfermedad esta causada por los hongos basidiomicetos Fomitiporia
mediterraneay, con mucha menor frecuencia, Stereum hirsutum. De la linea negra
y puntos y estrias necréticas se aislan mayoritariamente ascomicetos asociados a
la enfermedad de Petri, como son Phaeoacremonium spp., Phaeomoniella
chlamydospora y Cadophora luteo-olivacea. Cualquier tipo de herida en la planta
favorece la infeccion de estos hongos (Mugnai et al., 1999; Garcia-Jiménez et al.,
2010).

La lucha contra las enfermedades de la madera es un problema de gran importancia.
Actualmente, no existen estrategias de manejo que permitan un control éptimo de las
enfermedades de la madera de la vid. Desde la prohibicion del uso del arsenito sodico, y
la sustitucién de esta materia activa por fungicidas menos efectivos, se ha venido
observando un aumento progresivo de las enfermedades de la madera de la vid en todo el
mundo. Debido a la poca eficacia de los tratamientos fungicidas, la mayoria de estudios
realizados en los Ultimos afios para el control de estas enfermedades han sido enfocados
desde el punto de vista de la prevencién y del uso de adecuadas practicas culturales.

La prevencion de las enfermedades de la madera de la vid tiene que llevarse a cabo desde
el momento en el que se adquiere el material vegetal para establecer una nueva plantacion.

El uso de agentes de biocontrol, como Pythium oligandrum'y Trichoderma atroviride, ha
resultado efectivo para reducir la infeccion de estos hongos en vivero. Son conocidos en el
Estado de la técnica productos como VINTEC® que emplea Trichoderma Atro SC (que
compiten con los hongos EMV) o BLINDAR® que emplea Trichoderma asperellum y gamsii

Recientemente, cepas bacterianas aisladas de la madera de la vid y del hollejo de la uva
han resultado ser antagonistas de las especies N. parvumy P. chlamydospora (Gramaje,
2017).

Una vez establecida la plantacion, se recomienda realizar un manejo adecuado del cultivo,
particularmente en lo relativo a la poda, y el uso de las buenas practicas culturales. Evitar
las situaciones de estrés hidrico sin dar riegos excesivos y realizar una fertilizacion
adecuada sin forzar la produccion seran practicas esenciales que deberan llevarse a cabo
durante los primeros anos de la plantacion.
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La proteccion de las heridas de poda mediante el pintado con soluciones fungicidas evitara
en gran medida la infeccién de las plantas por parte de los hongos de dispersién aérea.
Los restos de poda son una importante fuente de indculo de estos patégenos, por lo que
se recomienda su destruccidn tras la poda retirando del campo todos los restos de material
vegetal podado (Agusti-Brisach et al., 2013).

Actualmente, en el mercado existen algunos productos fungicidas empleados para prevenir
las enfermedades de la madera con efecto de inhibicién parcial. Todos ellos se aplican
(con brocha o pistola) sobre los cortes de poda, protegiendo de la infecciéon causada por la
germinacion de esporas o el desarrollo de micelio de los hongos que atacan la madera
expuesta. Entre los productos existentes en el mercado, podemos sefialar los siguientes:

Producto comercial Principal(es) Ingrediente(s) activo(s)

Podexal® Piraclostrobina

PODASTIK® Tebuconazol y clorotalonilo

Tessior ® F500®(Piraclostrobina); Boscalina Polimero acrilico
Bloccade® Polimeros y arcillas sin fungicidas

Polyram ® Metiram (Ditiocarbamato)

A diferencia de los productos quimicos empleados actualmente, la presente invencion tiene
como objetivo el desarrollo de un nuevo producto natural que permita solucionar los
problemas de las EMV ocasionadas por hongos. Al tratarse de un producto natural se
pretende obtener una uva y vino sin residuos de fungicidas quimicos y disminuir asi el uso

de materias activas de origen quimico en el cultivo.

La tendencia reciente es el uso de productos naturales para controlar a dichos hongos, lo
cual requiere la exploracion de fuentes alternativas de principios activos naturales, seguros,
eficaces y aceptables. Las plantas o sus extractos estandarizados altamente concentrados
pueden proporcionar oportunidades ilimitadas para el control del crecimiento microbiano,
debido a su diversidad quimica.

Es conocido que algunos extractos de plantas poseen actividad antifingica, y en concreto
los extractos naturales ricos en polifenoles. Si bien existen ciertos indicios en el estado del
arte de que los compuestos polifendlicos pueden presentar propiedades antifungicas, no

es conocido actualmente la efectividad de los polifenoles en la lucha contra las
7
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enfermedades de la madera (EMV) ni tampoco cudl es la composicion optima a tales
efectos.

Los polifenoles son compuestos quimicos o sustancias que se encuentran en una gran
cantidad de alimentos derivados de plantas. El término abarca una amplia variedad de
moléculas con una estructura comun, caracterizada por tener varios grupos hidroxilo
unidos a anillos aroméaticos. Sin embargo, los polifenoles también incluyen moléculas con

un anillo de fenol, como en el caso de los acidos fendlicos o los alcoholes fendlicos.

Los polifenoles se clasifican en funcién del numero de anillos de fenol que contienen, asi
como de los elementos estructurales que unen estos anillos. Como tal, los principales
grupos de polifenoles son:

Flavonoides: los cuales presentan un esqueleto de carbono de difenilpropano y dos anillos
de benceno unidos juntos por una cadena lineal de 3 atomos de carbono. Hasta la fecha,
se han identificado mas de 6.000 flavonoides en las plantas, y la lista continda creciendo.
Los flavonoides se pueden dividir en 6 subclases, en funcién del estado de oxidacion del
anillo de pirano central. Los flavonoides se pueden dividir en Flavonoles, Flavonas,

Flavanonas, Isoflavonas, Antocianinas y Flavanoles.

* Flavonoles: que tienen un doble enlace entre los carbonos 2 y 3, con un grupo
hidroxilo en C3. Son los flavonoides méas ubicuos en los alimentos, y la quercetina
es la mas representativa.

* Flavonas: Presentan un doble enlace entre los carbonos 2y 3, y son los flavonoides
menos comunes. Se encuentran en el perejil y en el apio.

* Flavanonas: Se caracterizan por tener una cadena saturada de 3 atomos de
carbono y un adtomo de oxigeno en el carbono 4. Se encuentran solo en altas
concentraciones en los citricos, aunque también estan presentes en los tomates y
en algunas plantas aromaticas como la menta.

» Isoflavonas: que son estructuralmente similares a los estrogenos, y en los pies se
pueden unir a sus receptores, por lo que también se conocen como fitoestrogenos.
La soja y sus derivados son las principales fuentes de isoflavonas.

* Antocianinas: que son los pigmentos responsables de la coloracién roja, azul y
parpura de frutas, flores y otros tejidos y productos vegetales

* Flavanoles: que tienen una cadena saturada de 3 carbonos, con un grupo hidroxilo
en C3. Existen tanto como mondémeros como polimeros, conocidos como

catequinas y proantocianidinas, respectivamente.
8
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Los principales flavonoides en la fruta son la catequina y la epicatequina, mientras que la
galocatequina, la epi-galocatequina y el galato de epigalocatequina se encuentran
esencialmente en el té. Las catequinas se encuentran en frutas como los albaricoques y
las cerezas y en otros productos como el té, el chocolate y el vino blanco.

Acidos fendlicos: que se dividen en dos grupos, los derivados del &cido benzoico y los
derivados del acido cinamico.

« Acidos hidrobenzoicos: que se encuentran en muy pocas plantas consumidas por
humanos, y por lo tanto no se consideran de particular interés para la nutricién.
Entre ellos, destacan el acido gdlico o acido elagico.

« Acidos hidroxicindmicos: que estan representados principalmente por &cido
cumarico, acido cafeico y acido ferulico.

Alcoholes fendlicos: tirosol e hidroxitirosol son los principales tipos. Se encuentran
principalmente en el aceite de oliva. El tirosol también se encuentra en el vino, tanto blanco
como tinto, y en la cerveza; el hidroxitirosol, por otro lado se encuentra en el vino tinto.
Estilbenos: el principal estilbeno presente en la dieta de los humanos es el resveratrol,
aunque la cantidad de estos compuestos ingeridos en la dieta es pequena. Los estilbenos
son producidos por las plantas como respuesta a patégenos o a ciertas condiciones de
estrés. Se han detectado en mas de 70 especies de plantas, como uvas, bayas y
cacahuetes.

Lignanos: los lignanos se producen por la dimerizacién oxidativa de dos unidades de
fenilpropano. La principal fuente de estos compuestos es la semilla de lino.

Una fuente importante de polifenoles para su empleo industrial (Ej: como suplemento
alimenticio, o en cosmética) es el orujo de uva. El orujo de uva es un subproducto de la
bodega compuesto basicamente por semillas de uva, piel y tallos. Es rico en fibra dietética
y polifenoles, incluidas las antocianinas (en tinto), flavan-3-oles, flavonoles, acidos
fendlicos y estilbenos, que proporcionan una amplia variedad de posibles actividades
bioldgicas.

El producto fungicida objeto de la presente invencion es una composicidn cuyo
componente activo es un extracto natural obtenido a partir de uva o de un orujo de uva

sometido a un procedimiento de extraccién segun se describe en la patente ES2319032.
9
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DESARROLLO DE LA FASE EXPERIMENTAL

1. CARACTERIZACION DE LAS ENFERMEDADES DE MADERA

Resumen de las actuaciones realizadas.

En primer lugar la presente investigacion se centrd en analizar un total de 12 muestras de
madera de vid para la deteccién de hongos causantes de Enfermedades de la Madera de
la Vid (EMV). Las muestras fueron tomadas en campo en diferentes vifiedos.

En plantas adultas se emple6 una barrena que permite extraer una porcion de madera de
la zona central del tronco. En otros casos, se recogieron plantas enteras que no habian
tenido desarrollo vegetativo en el afio anterior. Las muestras fueron enviadas al laboratorio
de analisis en condiciones de refrigeracién. Todas las muestras provenian de plantas con
sintomas de EMV, observadas en campo por un equipo técnico durante el ciclo vegetativo
de 2019.

Material y métodos.

Para alcanzar el objetivo se realiz6 un andlisis de tipo microbiolégico. Este analisis consiste
en un aislamiento de hongos a partir de madera, en medio de cultivo y su posterior
identificacion como especies causantes de las EMV.

1. Valoracién de sintomas. En primer lugar, se evaluaron y anotaron los sintomas internos

observados en la madera en el momento de la recepcidén. Para ello se estableci6 la

siguiente valoracién:

* N: tejido necrosado de coloracién marr6n oscura o negruzca, con consistencia dura
y quebradiza.

» S: tejido aparentemente sano de coloracion y textura normal.

» E: madera blanca o amarillenta de consistencia blanda y esponjosa.

* P: tejido con punteaduras de coloracion negra dispuestas alrededor de la médula,
caracteristicas de la Enfermedad de Petri.

10
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» SC: Madera seca, en la cual no es posible valorar sintomas propios y especificos
de EMV.

2. Andlisis microbiol6gico. Se realiz6 un aislamiento de especies fungicas causantes de

EMV. Para ello se ha seguido la metodologia descrita en Martin y Martin (2013). La
metodologia consiste en el cultivo en medio extracto de malta -MEA- (Laboratorios Conda
S.A., Madrid) suplementado con cloranfenicol (0,25 mg/mL) de 12 fragmentos de madera
(3 x 3 x 3 mm) por muestra. La madera fue previamente desinfectada superficialmente por
inmersion y sucesivos lavados en NaClO comercial (30%) diluido en agua destilada estéril
1:1 durante 3 minutos, seguido de tres lavados sucesivos en agua estéril de 5 minutos.
Todo este proceso se realizd en una cabina de flujo laminar, bajo condiciones asépticas.
Las placas se incubaron a 25°C en oscuridad durante 10-20 dias. Transcurrido ese tiempo,
las colonias fungicas crecidas a partir de la madera fueron transferidas a placas
individuales de medio MEA o PDA (dextrosa-patata-agar) (Merck, Darmstadt, Alemania)

suplementado con cloranfenicol.

Las colonias aisladas fueron identificadas por caracteres morfolégicos macro y
microscépicos, de acuerdo con diferentes trabajos descriptivos que se citan a continuacion.

La tabla siguiente muestra los resultados obtenidos a partir de las 12 muestras analizadas:

Muestra [Sintomas enlinfeccion |Aislados fungicos
madera
B1 N:20% /S:80% (Sl Botryosphaeriaceae 42%; Otros 33%
B2 N: 70% / E: 30% (Si Fomitiporia sp. 17%; Otros 58%
B3 N: 50% /S:50% (Si Phaeoacremonium sp. 12%
E1 N:50% / N: 50% (Sl Botryosphaeriaceae 8%; Otros 17%
E2 N: 70% / N: 30% (Si Fomitiporia sp. 17% P; chlamydospora 42%
E3 N: 50% /S:50% (Si Fomitiporia sp. 8% P; chlamydospora 50%
St E: 80% /N:20% (Sl Phaeoacremonium sp. 58%
S2 N: 70% / N: 30% (Si Phaeoacremonium sp. 67%; Otros 33%
S3 N: 80% /S:20% Si Phaeoacremonium sp. 42%:; chlamydospora 25%

11
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C1 SC: 100% Sl Botryosphaeriaceae 67%
c2 SC / P: 100% NO Otros 17%
C3 SC: 100% NO Otros 17%

Los sintomas internos observados en la madera de las muestras recibidas se corresponden
con EMV. De especial relevancia fue la presencia de secciones madera necrosada, con
coloracion negra y textura quebradiza (N), en la mayoria de las muestras de las parcelas
denominadas Badén, Espadana y Solanas. Se observé ademas en algunas muestras la
presencia de madera esponjosa (E) correspondiente al maximo nivel de degradacién de la
madera asociado con la enfermedad de yesca.

En todas las muestras se han aislado hongos causantes de las EMV, como son: la especie
Phaeomoniella chlamydospora, el género Phaeoacremonium sp., especies de la familia
Botryosphaeriaceae y basidiomicetos del tipo Fomitiporia sp. Estos resultados confirman
la infeccion por hongos causantes de EMV.

3. Identificacién molecular. Se aislaron unas 27 cepas de hongos y se determind la especie

con microscopia optica. Se amplificaron las regiones ITS, B-tubulina y factor de elongacién.
Para la extraccion de ADN fungico se liofilizé el micelio directamente de la placa de Petriy
se deshidrat6 por liofilizacion. Se trituré el micelio con arena de mar en mortero estéril de
porcelana y se utilizaron unos 100 mg del triturado para la extraccién del ADN utilizando el
kit NuKex Pure RNA/DNA de Gerbion®, siguiendo las instrucciones del fabricante.

La amplificacién se realizé utilizando la Taq polimerasa Master Mix de Promega Go Tag®,
con una concentracion final de ambos primers de 0,5uM. Para comprobar la pureza de la
zona amplificada, las muestras se corrieron en gel de agarosa a 1,5%.

Las muestras PCR se trataron con ExoSap de (Thermo Fisher) previo a su secuenciacion,
que se realizé en un laboratorio externo. Una vez recibidas las secuencias se utilizo el

Algoritmo BLAST, para comprobar homologias de ADN y determinar su identidad.

Una vez identificados los hongos mediante esta técnica, se seleccionaron 8 de las cepas
con buena identificacion para determinar la capacidad de los extractos a ensayar para
inhibir su crecimiento. Se resumen en la siguiente tabla las cepas de hongos sobre los que
se han realizados los ensayos para medir la capacidad antifungica de los diferentes

extractos:

12



10

15

20

25

ES2936 218 Al

Tabla: Hongos identificados.

PRIMERS SECUENCIAS (5°-3')

BV-287 Phaeomoniella chlamydospora
PCH 32 Phaeomoniella chlamydospora
BV-050 Phaeoacremonium minimum
PM 77 Phaeoacremonium minimum
BV-057 Eutypa lata

CYL 28 llyonectria liriodendri

CYL 30 llyonectria liriodendri

BV-056 Neofusicoccum parvum

2. PREPARACION DE EXTRACTOS Y VALIDACION PRIMARIA IN VITRO

Resumen de las actuaciones realizadas.

Se utilizaron los hongos aislados y secuenciados en la actividad anterior para determinar
la actividad fungicida de tres extractos obtenidos a partir de residuos del proceso de
vinificacion: M1, M2, M3.

Los tres extractos (M1 - M3) se obtuvieron como ya se ha expuesto por el procedimiento
de extraccion descrito en la patente ES2319032 a partir de residuos del proceso de
vinificacién. Los extractos de orujo ensayados eran sélidos, ya que después de la
extraccion fueron sometidos a un secado en spray.

Material y métodos.

1. Obtencidn y caracterizacion de extractos.

Se incorporaron al ensayo tres extractos procedentes de orujo de uva tinta (M1-M3)
diferentes de los lotes de Bodega Matarromera S.L.: M1 L-4324CECO, M2 L-52892 y M3
L-4333C. Cada uno de los lotes procedente de un depdsito en el que se elaboraba uva de
una parcela concreta y con un protocolo de vinificacién especifico.
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Los tres extractos (M1 - M3) fueron obtenidos a partir de los hollejos de uva tinta variedad
tempranillo después de sufrir un proceso de fermentacién alcohdlica.

Los extractos obtenidos se identifican como M1 lote L-4324CECO de uva tempranillo
subvariedad Tinta de Toro, proveniente de uvas de vifiedo ecolégico de la D.O. Toro. Los
extractos identificados como M2 lote L-52892 y M3 lote L-4333C de uva tempranillo,
proveniente de uvas de vifiedo convencional de la D.O. Ribera del Duero.

El objetivo a la hora de seleccionar dichos lotes fue obtener unos extractos con diferentes
composiciones fendlicas para asi poder realizar un estudio comparativo. Obviamente, al
igual que ocurre con los vinos, las propiedades de cada extracto dependen
fundamentalmente del tipo de uva, el tipo de suelo, las condiciones climaticas y el proceso
de vinificacién. Por tanto, aunque el procedimiento de extraccion a partir de los residuos
del proceso de vinificacién es comun, las caracteristicas de cada extracto son claramente

diferentes segun se observa en la tabla resumen que se aporta mas abajo.

Una vez realizada la extraccion y el posterior secado en Spray, se procedié a la
caracterizacion del perfil de Polifenoles, indice de Polifenoles totales (IPT) y Capacidad
antioxidante. La Capacidad antioxidante viene expresada en pmoles equivalentes de
Trolox/g (Huang D et al, 2005). El indice de Polifenoles Totales se realiza en dilucion en
agua destilada 1:500 y absorbancia UV a 280 nm de longitud de onda, conforme Ribéreau-
Gayon, P, 1974.

Tabla: Codificacion de los extractos aportados al proyecto.

CODIFICACION TIPO LOTE

M1 UVA TINTA L-4323 CECO
M2 UVA TINTA L-52892

M3 UVA TINTA L- 4333C

En la tabla siguiente se muestra la composicién de los extractos en relacién a su indice

Polifendlico Total (IPT) y su capacidad antioxidante expresada como (pumol eq. de Trolox/g)

A modo de resumen, en la siguiente tabla se muestra su composicion:
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IPT CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
MUESTRA (umol eq. De Trolox/g)

DILUCION |WL-280 VALOR IPT|MEDIA ST CV (%)
M1 1-500 0,677 33,875 504,16 23,37 4,64
M2 1-500 0,686 (34,308 479,95 17,77 3,70
M3 1-500 0,649 32,465 520,71 14,40 2,77

Como puede observarse, el indice Polifenélico Total (IPT) y su capacidad antioxidante

expresada como (umol eq. de Trolox/g) fueron bastante similares para los tres extractos.

En la siguiente tabla, se especifican los detalles de la composicion fendlica de los diferentes

extractos ensayados:

M1 M2 M3

L4324 CECO L52892 L-4333C
Compuestos fendlicos Concentracion del extracto mg/ g
Acidos benzoicos y derivados
Acido galico 0.03-0.07 0.02-0.06 0.1-04
Galato de etilo 0.03-0.08 0.2-05 0.4-0.9
Acido protocatético 0.1-0.5 0.3-0.6 0.1-0.4
Acido vanilico n.d. trazas trazas
Acido siringico trazas trazas trazas
Acido elagico trazas trazas trazas
Acidos  hidroxicinamicos 'y
Acido cafeico n.d. n.d. trazas
Acido cumarico nd. 1.0-2.5 trazas
Acido ferulico nd. n.d. trazas
Flavan-3-oles
(+)-Catequina 1.2-1.9 n.d. 1.1-1.6
(-)-Epicatequina 0.3-0.9 n.d. 0.8-1.3
Galato de epicatequina trazas n.d. trazas
Procianidina C1 trazas n.d. trazas
Procianidina B3 trazas n.d. trazas
Flavonoles
Quercitina 0.2-05 trazas trazas
Mirecitina 0.6-0.9 n.d. 04-0.8
Kaempferol 1.0-2.0 1.1-1.7 06-1.2
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Quercetina-3-0-glucosido 0.1-0.3 0.05-0.2 0.05-1.7
Antocianinos
Delfinidina-3-0-glucosido 9.0-12.0 trazas 1.0-14
Cianidina-3-0-glucosido 1.0-2.6 0.0-0.02 0.07-0.21
Petunidina-3-0-glucésido 12.4-14.7 trazas 1.7-25
Peonidina-3-0-glucésido 7.2-8.8 trazas 06-1.3
Malvidina-3-0-glucésido 39.6 —43.2 0.0-0.06 8.1-10.7
Malvidina-3-0-(6"-acetil)glucésido 2.0-31 n.d. 0.35-0.72
Petunidina-3-0-(6"-acetil)glucésido 0.41-0,73 n.d. 0.08 £0.25
Delfinidina-3-0-(6"-acetil)glucésido trazas n.d. n.d.
Malvidina-3-0-(6"-p-
1.4-21 n.d. 0.21 - 0.52

coumaroil)glucésido
Petunidina-3-0-(6"-p-

0.22-0.52 n.d. 0.12-0.42
coumaroil)glucésido

2. Validacién primaria in vitro.

Para la validacion primaria se realizaron ensayos de inhibicién de crecimiento de micelio
(placas 12 pocillos): Los hongos se mantienen en placas Petri con medio PDA y el ensayo
se realiza en placas de 12 pocillos con el mismo medio. Se hace un pase de cada especie
a ensayar 2-3 dias antes para utilizar hongos que estén recientemente cultivados

Las soluciones stock de muestras se prepararon en EtOH, a la concentracién final a
ensayar (del 2,5% al 10% p/v concentracién final en pocillo). En el caso del control se utilizé
EtOH en lugar de la muestra.

Ensayos:

» Se realizaron 10 repeticiones (pocillos) por cada concentracion y 10 para el control.

» El medio esterilizado (PDA) se mantiene caliente en un bafo a 40° C para evitar que
se solidifique, y se le anaden los volimenes de muestra o etanol, justo en el momento
previo a la distribucion en placa.

» Se distribuyd en volumenes de 1ml/pocillo (placa 12 pocillos) previamente preparados
en los tubos de ensayo y dejar que solidifique.
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» Posteriormente se realizaron las siembras del hongo en cada placa distribuidas
uniformemente y se incubaron en oscuridad a una temperatura de 25° C o temperatura
ambiente, dependiendo de la especie de hongo, durante 5-7 dias. La siembra se
realiz6 por sacabocados para las dos especies de hongos.

» Transcurrido el tiempo de incubacion, se midié el didmetro del hongo.

El célculo del porcentaje de inhibicion de cada concentracién se realiza con la siguiente
formula, utilizando el valor medio de las colonias sembradas:

%l = C- T/C x100

C: control; T: tratamiento.

Disolucién del extracto: Se evalué el extracto (concentraciones finales en placa desde 0 %

p/v.a 10 % p/v). Todos los extractos se filtraron con filtro de 0,25um para asegurar la

esterilidad de los mismos.

Preparacion del medio de cultivo: Se colocé 1 mL de cada dilucién del extracto y se

afadieron 9 mL de Agar PDA a 45°C, homogeneizando el conjunto. Se dejé el agar
solidificar a temperatura ambiente. A continuacion, se removié para facilitar su
homogeneizacion y en la cabina de flujo laminar se repartié el medio de cultivo con la
esencia correspondiente en la concentracién adecuada, sobre las placas de Petri.

Preparacién del hongo: Partiendo de muestras del hongo crecido en medio PDA a 22°C en

estufa, se procedid a realizar cortes circulares de 0,5 cm de diametro con un sacabocados
estéril y traspasar estos cortes con unas pinzas y en condiciones de esterilidad dentro de
una campana de flujo laminar horizontal a placas de Petri donde habiamos depositado
anteriormente el medio de cultivo con las distintas concentraciones del extracto. A
continuaciéon, los cultivos realizados se pasaron a una estufa de cultivo donde
permanecieron en condiciones de oscuridad y 22°C de temperatura durante 5 dias.

Observacion y toma de datos: Se establecid un protocolo de observacién y toma de datos

durante 5 dias, mientras los cultivos crecian en la estufa. La toma de datos consiste en
medir el diametro del halo de crecimiento del hongo en milimetros, en la placa control para
asi posteriormente referenciar y calcular el porcentaje de inhibicidn del extracto en estudio,

en cada placa con respecto al control.
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Calculo del porcentaje de inhibicion:

% de crecimiento = (Diametro hongo con extracto x 100) / Diametro control negativo

% Inhibicién = 100 - % crecimiento

3. Composicion fungicida.

Para lograr una adecuada aplicacién del extracto fungicida sobre los vifiedos es necesario
elaborar una composicién fungicida que contenga como componente activo dicho extracto
de uva o de un subproducto del proceso de vinificacién y ademas un vehiculo aceptable
agricolamente.

Lo primero que se verificd durante la fase experimental fue la solubilidad de los tres
extractos en agua. La conclusion alcanzada fue que los tres extractos son parcialmente
solubles y dispersables en agua, pudiendo considerar a los tres extractos como muy
solubles o totalmente solubles. Por tanto, en un primer modo de realizacién preferente, la

composicion fungicida es una composicion acuosa.

Para lograr una composicién fungicida de aplicacion directa por pulverizacion, a la solucién
acuosa de los extractos se anadieron los siguientes co-formulantes:

» Coadyuvantes de formulacién que permitan homogenizar totalmente los extractos
en agua, evitando precipitados y fases (emulgentes, estabilizantes...)

 Emulgentes que faciliten la aplicacién del producto mediante pulverizacion
(dispersantes, adherentes...)

» Co-formulantes a base de nutrientes para proporcionar una matriz organica al

ingrediente activo

La presente invencién contempla por tanto una composicién fungicida que es una
composicion acuosa pulverizable.

La invencién contempla también un método de aplicacion de la composicion fungicida, tal
que la composicion se aplica justo después de poda de forma localizada en la zona de los

cortes, pero sin ser pintado, sino aplicado por pulverizacion en toda la zona planta donde
18
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haya cortes. El producto se aplica desde unas cubas de tratamiento mediante medios

conocidos de pulverizacion.

3. RESULTADOS EXPERIMENTALES EN RELACION CON LA CAPACIDAD
ANTIFUNGICA DE LOS EXTRACTOS ESTUDIADOS

Resumen de las actuaciones realizadas.

Debido al crecimiento muy lento de algunas cepas de los hongos probados, no se pudo
determinar la capacidad fungicida en alguno de los ensayos, representado en las tablas
correspondientes como (nd), bien porque perdia viabilidad en el agar que se utilizé, o bien
porque proliferaba microflora acompanante, en principio muy minoritaria, pero que era

capaz de colonizar la placa con mas rapidez.

En otras ocasiones no se podia evitar la deshidratacién de los agares en periodos de
incubacion muy largos (més de dos semanas) debido al crecimiento lento de ciertas cepas.

No obstante, como se aprecia en los ensayos, se utilizaron en casi todas las ocasiones dos
cepas de la misma especie, y se analizaron los datos en su conjunto, por lo que los

resultados permiten estimar las capacidades fungicidas de los extractos estudiados.

Datos obtenidos para los diferentes hongos y extractos.

En las siguientes tablas se resumen los datos obtenidos para los diferentes hongos y

extractos

Tabla: Determinacion de la capacidad fungicida de M1.

% P/N DEL|BV-057 CYL28 CYL30 BV050 BV287 PCH32 PM77 BV056
EXTRACT -
% INHIBICION
o)
10 100 | 68,33 62,5 nd 100 100 nd nd
5 81,66 | 38,33 | 47,22 nd 95 0 nd nd
25 63,33 0 16,66 nd 90 0 nd nd
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Tabla: Determinacion de la capacidad fungicida de M2.

% P/V DEL|BV-057 CYL28 CYL30 BV050 BV287 PCH32 PM77 BV056
EXTRACT -
0 % INHIBICION
10 100 51,28 100 90 100 100 nd nd
5 100 5,12 72,22 86,66 100 100 nd nd
2,5 81,6 0 59,72 90 0 93 nd nd
Tabla: Determinacion de la capacidad fungicida de M3.
5
% P/V DEL|BV-057 CYL28 CYL30 BV050 BV287 PCH32 PM77 BV056
EXTRACT -
0 % INHIBICION
10 100 0 0 85 0 100 80 -
5 0 0 0 0 0 0 76,6 -
2,5 0 0 0 0 0 0 71,66 -
Resultados y discusion
Los ensayos se realizaron in vitro segun se ha especificado méas arriba. Los ensayos se
10 realizaron en placa para evaluar la actividad antifungica especifica contra los hongos
responsables de Enfermedades de madera: Eutipiosis (Eutypa lata), Pie Negro de la vid
(llyonectria Iriodendri), Enfermedad de Petri y Yesca (Phaeomoniella chlamydospora,
Phaeoacremonium minimum).
15  Prevencién y lucha contra la Eutipiosis
Los resultados muestran que los tres extractos tienen capacidad de inhibir totalmente el
crecimiento de la cepa analizada (BV-057) de Eutypa lata responsable de la Eutipiosis a la
concentracion maxima analizada del 10% p/v. El extracto M3 no presenta capacidad alguna
de inhibicién del crecimiento del micelio del hongo a las concentraciones menores testadas.
20 El hongo Eutypa lata muestra mayor sensibilidad al extracto M2, con una inhibicién del

crecimiento del 81,6% a una concentracion del 2,5% p/v del extracto.
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Prevencion y lucha contra la enfermedad de Pie Negro de la vid

El extracto M3 no tiene actividad antifungica alguna sobre el crecimiento del micelio de las
dos cepas (CYL28 y CL30) del hongo llyonectria Iriodendri cuando es analizado a las tres
concentraciones estudiadas. Los extractos M1 y M2 muestran capacidad antifungica para
ambas cepas. La cepa CYL28 es mas sensible a la actividad del extracto M1 y la cepa
CYL30 al extracto M2. El hongo llyonectria Iriodendri responsable de la enfermedad de Pie
Negro de la Vid muestra mayor sensibilidad al extracto M2 con inhibicion del 100% del
crecimiento de la cepa CYL30.

Prevencion y lucha contra la enfermedad de Petri

Los extractos M2 y M3 muestran actividad inhibitoria del crecimiento del micelio de alguna
de las dos cepas (BV050 y PM77) analizadas del hongo Phaeomoniella chlamydospora
responsable de la Enfermedad de Petri. El extracto M1 no presenta actividad antifungica
alguna sobre el crecimiento del micelio de las dos cepas. El extracto M3 muestra mayor
espectro de actividad de inhibicion sobre la especie, siendo el Unico que tiene capacidad
inhibitoria de la cepa PM77, sin embargo, la cepa BV50 del hongo muestra mayor
sensibilidad a bajas concentraciones al extracto M2, con una inhibiciéon del 90% del
crecimiento a la concentracion del 2,5% pl/v.

Prevencion vy lucha contra la Yesca

Los tres extractos tienen una gran capacidad de inhibir el crecimiento del micelio del hongo
Phaeoacremonium minimum responsable de la Yesca, en alguna de las dos cepas
estudiadas (BV27 y PCH32). Los tres extractos tienen capacidad de inhibir en un 100% el
crecimiento de la cepa PCH32 en la maxima concentracion testada correspondiente al 10%
p/v. Ambas cepas del hongo muestran la mayor sensibilidad a la actividad del extracto M2,
cuya accion inhibe en su totalidad el crecimiento del micelio de las cepas del hongo a una
concentracion del 5% p/v.

Los tres extractos muestran actividad inhibitoria sobre el crecimiento del micelio del alguno
de los hongos estudiados.

El extracto M3 es el que presenta menor actividad antifingica tanto por el espectro de
cepas sobre el que tiene capacidad de inhibir el desarrollo del micelio del hongo, asi como
por la sensibilidad demostrada por la totalidad de las cepas a baja concentracion con la
Unica e interesante excepcién de la actividad inhibitoria sobre la cepa PM77
correspondiente al hongo Phaeomoniella chlamydospora responsable de la Enfermedad
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de Petri, siendo el Unico extracto que presenta actividad alguna sobre esta cepa en
particular.

El extracto M1, obtenido de hollejos de uvas de vifiedo ecoldgico de DO Toro, presenta un
espectro de actuacion amplio y una actividad a baja concentracion eficiente sin embargo
no muestra actividad alguna sobre el hongo /lyonectria Iriodendri responsable de la
Enfermedad del pie negro.

El extracto M2, obtenido de hollejos de uvas de vifiedo convencional de DO Ribera del
Duero, es el que presenta mayor espectro de actividad ya que muestra capacidad de inhibir
el crecimiento en su totalidad de alguna de las cepas de tres de los hongos estudiados:
Eutypa lata, llyonectria Iriodendri y Phaeoacremonium minimumy en un 90% el de la cepa
BV50 del hongo Phaeomoniella chlamydospora a la concentracién de 10% p/v. Asi mismo,
de modo general, los hongos analizados muestran mayor sensibilidad a los componentes
del extracto M2, observandose una inhibicion superior al 80% en alguna de las cepas de
los hongos Eutypa Lata, Phaeomoniella chlamydospora'y Phaeoacremonium minimum a
la concentracién menor testada correspondiente al 2,5% p/v.

Por tanto, concluimos que, por espectro de actividad y sensibilidad de los hongos
analizados, el extracto M2 es el que presenta mayor actividad antifingica sobre el
crecimiento del micelio de los hongos responsables de enfermedades de la madera de la
vid.

El analisis del indice de polifenoles totales de los tres extractos analizados es muy similar,
siendo de 33,87 para M1, 34,30 para M2 y 32,46 para M3. Asi mismo la capacidad
Antioxidante Media se mueve en rangos similares que oscilan entre el mas alto de 520,71
para M3 a 479,95 para M2.

Hay que buscar la actividad del extracto M2 en el perfil de Polifenoles. La concentracion
de acidos benzoicos y sus derivados es similar en los tres extractos. El perfil de Polifenoles
Flavonoides analizados (Flavonoles, Flavan-3-ols) y No Flavonoides (acidos
hidroxicinamicos y derivados) es muy similar en los extractos M1 y M3, a excepcién de las
Antocianinas, que en el caso de varios de los derivados de antocianidina glicosilados
(Malvidina y Pentunidina) es del orden de cinco veces superior en M1.
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El extracto M3 es de los tres extractos, el que menor actividad inhibitoria presenta, y podria
atribuirse a la baja concentracion de Antocianinas comparado al M1, la falta de actividad.

Segun Galeotti et al, (Flavonoids from carnation (Dianthus caryophyllus) and their
antifungal activity, Phytochemistry Letters, 2008, 1(1):44-48.) los Flavonoides glicosilados
como las Antocianinas, parecen presentar alguna actividad antifungica. Sin embargo, el
extracto M2 sorprendentemente presenta una muy baja concentracion de antocianinas
(practicamente nula), no detectandose para la mayoria de los compuestos analizados, su
presencia en el extracto. En consecuencia, no se puede atribuir la actividad del extracto
M2 a la presencia de antocianinas.

De los tres extractos analizados, el extracto M2 es el Unico que presenta en su composicion
el fenol no flavonoide acido cumarico. El &cido cumarico se encuentra generalmente en
poca cantidad bajo forma libre, tanto en uva como en vino. La forma mas comdn se
encuentra esterificado con &cido tartarico. Parece claro por los resultados obtenidos que el
acido p-cumarico tiene capacidad de restringir marcadamente el crecimiento de los hongos
fitopatdégenos estudiados.

La riqueza en &cido cumarico que presenta el extracto M2 de mayor actividad de inhibicion
del crecimiento del micelio de los hongos analizados y supone una evidencia de la actividad
y especificidad de este polifenol en su actividad antifungica contra hongos causantes de
enferemedades de la madera de vid (EMV).
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REIVINDICACIONES

1. Composicion fungicida que contiene como componente activo un extracto de uva o de
un subproducto del proceso de vinificacion, caracterizado porque es un extracto sélido y
comprende

entre 0,16 y 1,7 mg/g de acidos benzoicos

entre 0 y 2,5 mg/g de acidos hidroxicinamicos.

entre 0 y 2,9 mg/g de flavon-3-oles

entre 1,05y 3,7 mg/g de flavonoles; y

entre 0 y 87,8 mg/g de antocianos,

2. Composicion fungicida de acuerdo a la reivindicacién 1, donde el extracto procede de
uva tinta o de un subproducto del proceso de vinificacién de dicha uva tinta, y comprende
entre 0,16 y 0,65 mg/g de acidos benzoicos

0 mg/g de acidos hidroxicinamicos.

entre 1,5y 2,8 mg/g de flavon-3-oles

entre 1,9y 3,7 mg/g de flavonoles; y

entre 73,2 y 87,8 mg/g de antocianos,

3. Composicién fungicida de acuerdo a la reivindicacion 1, donde el extracto procede de
uva tinta o de un subproducto del proceso de vinificacion de dicha uva tinta, y comprende
entre 0,52 y 1,16 mg/g de acidos benzoicos,

entre 1,0 y 2,5 mg/g de acidos hidroxicinamicos,

0 mg/g de flavon-3-oles,

entre 1,15y 1,90 mg/g de flavonoles; y

entre 0 y 0,08 mg/g de antocianos.

4. Composicion fungicida de acuerdo a la reivindicacién 1, donde el extracto procede de
uva tinta o de un subproducto del proceso de vinificacién de dicha uva tinta, y comprende
entre 0,6 y 1,7 mg/g de acidos benzoicos,

0 mg/g de acidos hidroxicindmicos,

entre 1,9y 2,9 mg/g de flavon-3-oles,

entre 1,05y 3,70 mg/g de flavonoles; y

entre 12,2 y 18,0 mg/g de antocianos.
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5. Composicion fungicida de acuerdo a la reivindicacion 1 o 3, donde el extracto procede
de uva tinta o de un subproducto del proceso de vinificacion de dicha uva tinta, y
comprende entre 1,0 y 2,5 mg/g de acido cumarico en estado libre no conjugado.

6. Composicién fungicida de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que

comprende ademas un vehiculo aceptable agricolamente.

7. Composicion fungicida de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
donde la composicion esta formulada como una soluciéon acuosa de los extractos que
incorpora uno 0 mas coadyuvantes de formulacién, uno o mas emulgentes y uno o mas co-
formulantes a base de nutrientes para proporcionar una matriz organica al ingrediente

activo.

8. Composicién fungicida segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores que es

una composicion acuosa pulverizable.

9. Composicién fungicida de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
donde el extracto es obtenido a partir de hollejos de uva tinta Tempranillo.

10. Uso de la composicién fungicida segun una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes donde el componente activo inhibe el crecimiento del micelio del hongo.

11. Uso de la composicién fungicida segun una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes para la eliminacion o inhibicién de hongos causantes de enfermedades de la

madera de la vid (vitis vinifera).

12. Uso de la composicion fungicida segun la reivindicacion 11, donde los hongos se
seleccionan entre el grupo que consiste en Eutypa lata; Ilyonectria liriodendri;

Phaeomoniella chlamydospora 'y Phaeoacremonium minimum.

13. Uso de la composicion fungicida segun la reivindicacion 2 para combatir una cualquiera
de las siguientes enfermedades de la madera de la vid: la Eutipiosis, la enfermedad de
Petri y la Yesca.

14. Uso de una composicién fungicida segun la reivindicacion 13, donde la composicion se
aplica con las siguientes dosis del extracto que actia como componente activo:
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- 10% p/v para combatir la Eutipiosis
- 10% p/v para combatir la enfermedad de Petri
- 10% p/v para combatir la Yesca

15. Uso de la composicién fungicida segun la reivindicacion 3 o 5 para combatir una
cualquiera de las siguientes enfermedades de la madera de la vid: la Eutipiosis, la
enfermedad del pie negro, la enfermedad de Petri y la Yesca.

16. Uso de una composicion fungicida segun la reivindicacion 15, donde la composicion se
aplica con las siguientes dosis del extracto que actia como componente activo:

- 5 % p/v para combatir la Eutipiosis

- 10 % p/v para combatir la enfermedad del pie negro

- 5 % p/v para combatir la enfermedad de Petri

- 5 % p/v para combatir la Yesca

17. Uso de la composicion fungicida segun la reivindicacion 4 para combatir una cualquiera
de las siguientes enfermedades de la madera de la vid: la Eutipiosis, la enfermedad de
Petri y la Yesca.

18. Uso de una composicién fungicida segun la reivindicacioén 17, donde la composicion se
aplica con las siguientes dosis del extracto que actia como componente activo:

- 10% p/v para combatir la Eutipiosis

- 10% p/v para combatir la enfermedad de Petri

- 10% p/v para combatir la Yesca

19. Método para combatir la Eutipiosis que comprende tratar los hongos, su habitat o las
plantas, suelos y/o materiales que han de liberarse de los mismos con una cantidad efectiva
de al menos el compuesto activo de las reivindicaciones 1-5

20. Método para combatir la Eutipiosis segun la reivindicacion 19, donde la composicién

fungica se aplica por pulverizacion.

21. Método para combatir la Eutipiosis segun la reivindicacién 19, donde la composicion
fungica se aplica a una dosis de entre 5y el 10 % p/v del extracto que actia como

componente activo.
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22. Método para combatir la enfermedad del pie negro que comprende tratar los hongos,
su habitat o las plantas, suelos y/o materiales que han de liberarse de los mismos con una
cantidad efectiva de al menos el compuesto activo de la reivindicacion 3.

23. Método para combatir la enfermedad del pie negro segun la reivindicacion 22, donde

la composicion fungica se aplica por pulverizacion.

24. Método para combatir la enfermedad del pie negro segun la reivindicacion 22, donde
la composicion fungica se aplica a una dosis del 10 % p/v del extracto que actua como

componente activo.

25. Método para combatir la enfermedad de Petri 0 la Yesca que comprende tratar los
hongos, su habitat o las plantas, suelos y/o materiales que han de liberarse de los mismos
con una cantidad efectiva de al menos el compuesto activo de las reivindicaciones 1-5

26. Método para combatir la enfermedad de Petri o la Yesca segun la reivindicacion 25,
donde la composicion fungica se aplica por pulverizacién.

27. Método para combatir la enfermedad de Petri o la Yesca segun la reivindicacion 25,

donde la composicion fungica se aplica a una dosis de entre 5y el 10 % p/v del extracto

que actlia como componente activo.
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