Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2003, 20: 43-52

Distribucién de Eutypa lata y Lasiodiplodia
theobromae en las zonas viticolas de Venezuela!

Distribution of Eutypa lata and Lastodiplodia theobromae
in vineyard zones in Venezuela

E. Ramirez?y J. Pineda®
Resumen

La muerte regresiva o brazo muerto en la vid (Vitis vinifera L.), causada
por Eutypa lata y el cancer causado a su vez por Lasiodiplodia theobromae, son
enfermedades de gran importancia a nivel mundial. En Venezuela, en el afio
1983, se asoci6 a L. theobromae la sintomatologia de muerte regresiva presentada
en vifiedos de los estados Lara (El Tocuyo) y Zulia. Para el afio 1999, en muestras
de tejidos colectadas en las zonas viticolas del municipio Mara (estado Zulia),
Carora, El Tocuyo y Siquisique (estado Lara), se aislé a FEutypa lata y a su
anamorfo Libertella blepharis en Carora y Mara, respectivamente; también se
aislé a L. theobromae de las muestras procedentes de El Tocuyo, Carore y
Siquisique. Los resultados muestran una marcada distribucién de los patégeros
segin las condiciones ambientales de temperatura y humedad relativa que
predominan en las zonas donde estan ubicados los vifiedos venezolanos.
Palabras clave: Vid, Vitis vinifera, Libertella blepharis, Lasiodiploc'ia
theobromae, Eutypa lata

Abstract

Dieback of grapevine caused by Eutypa lata Pers, Fr. and bot cancer
caused by Lasiodiplodia theobromae, are important diseases worldwide. In
Venezuela, L. theobromae was associated with dieback symptomatology ob-
served in the vineyards of Zulia and Lara (El Tocuyo) States in 1983. In 1999,
during a survey in Mara county (Zulia state), Carora, El Tocuyo and Siquisicue
(Lara state), E. lata and its anamorph Libertella blepharis were isolated from
Carora and Mara samples, respectively; while L. theobromae was isolated from
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Carora, El Tocuyo and Siquisique samples. The results showed a noticiable
pathogens distribution, which was associated with the temperature and rela-

tive humidity of these locations

Key words: Grapes, Vitis vinifera, Libertella blepharis, Lasiodiplodia

theobromae, Eutypa lata

Introduccion

El cultivo de la vid (Vitis vinifera
L.), fue introducido en Venezuela, a fi-
nales del siglo XV y principios del XVI,
manteniéndose como “cultivo de patio”
para la obtencién de uvas frescas y
elaboracién de vinos en cantidades
modestas (2). A partir de 1970 se
fundaron los primeros vifiedos exitosos
en los dos polos previamente definidos
en los estados Zulia y Lara, con
condiciones agroecolégicas propicias
como zonas aridas y semidridas con
presencia de agua, temperaturas me-
dias entre 23 y 26°C, precipitaciones
inferiores a los 650 mm, baja humedad
relativa (HR) y alturas menores a los
700 m.s.n.m (7).

Como consecuencia del traslado
de la vid de zonas templadas hacia zo-
nas tropicales se trasladaron muchas
de las enfermedades propias del cultivo
hacia los vifiedos cultivados en zonas
tropicales. Entre las enfermedades
fungosas més importantes y comunes
estdn el mildia polvoriento (Oidium
tuckeri Berk) y el mildiu lanoso
(Plasmopara viticola Berk & Tori), que
causan dafos considerables en los
vifiedos; la podredumbre gris causada
por Botrytis cinerea Pers. afecta todos
los 6rganos de la planta (1). Otras
enfermedades importantes son la
muerte regresiva o brazo muerto
causada por Eutypa lata Pers., Fr,
conocida también como eutipiosis y el
cancer causado a su vez por

Botryodiplodia theobromae (6,10); en
el caso de Eutypa lata puede ser
observado un necrosamiento en forma
de cufia en la madera del tallo,
extendiéndose desde el punto de origen
del cancer (4), pero este necrosamiento
se evidencia también cuand> las
plantas de vid son afectadas por
Lasiodiplodia theobromae (sin.
Botryodiplodia theobromae) (10)

Entre las caracteristicas de
Eutypa lata se destaca las condiciones
para el desarrollo del estroma peritecial
el cual esta restringido a zonas que
presentan una precipitaciéon riedia
anual de 350 mm (5). La liberaci6n de
las ascosporas puede ser favorecicda por
baja precipitacién, temperatura raayor
de 0°C y humedad relativa entre 90 y
96 % (5,12,13,17); igualmente se ha
reportado que se requiere de 1,3 a 2,C
mm de precipitacién para iniciar le
descarga de las ascosporas (10,11, 14),
las cuales germinan en 11-12 horas
cuando la temperatura es éptima (20-
25°C). La germinacién de las ascosporas:
ocurre dentro de las vesiculas,
usualmente 1 a 2 mm de la superficie:
dela herida (4).

En vifiedos de los estados Lara y
Zulia se han observado sintomas de
muerte regresiva en algunas plantas
(16), pero hasta ahora solo se han
asociado con el género Botryodiplodia.
Leavitt (10) indica que la enfermedad
producida por Botryodiplodic
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theobromae es conocida como céncer
por Botryodiplodia cuyo sintoma
caracteristico es la necrosis interna en
forma de cufia que se evidencia al
realizar un corte transversal del tallo,
el cual en campo no puede
diferenciarse del causado por E. lata,
como fue mencionado anteriormente;
solo los aislamientos y observaciones
a nivel de laboratorio permiten

determinar cudl es el patégeno que esta
presente.

El objetivo del presente trabajo
fue determinar la distribucisn
geografica de Eutypa lata y
Lastodiplodia theobromae, y 3u
relacién con las condiciones
ambientales de temperatura y
humedad relativa que prevalecen en
los vifiedos de los estados Lara y Zulia.

Materiales y métodos

Recoleccién de muestras

La recolecciéon de muestras se
realizé durante todo el afic 1998, en los
estados Lara y Zulia donde estan
ubicados los principales vifiedos del
pais. En el estado Lara se muestrearon
las localidades de El Tocuyo, Siquisique
y Carora, y en el estado Zulia el
municipio Mara. En cada una de las
zonas se observ6 material de diversos
cultivares de vid que presentaban los
sintomas de muerte regresiva y se
procedié a tomar ramas infectadas de
forma aleatoria en las parcelas
respectivas. Las plantas que
presentaban la sintomatologia se
cortaron a nivel del tallo a diferentes
distancias para evidenciar el sintoma
en forma de cufia, caracteristico de la
enfermedad conocida como muerte
regresiva o eutipiosis y el llamado
cancer por Botryodiplodia (figura 1).
Las muestras se colocaron en bolsas
plasticas y fueron enumeradas de
acuerdo al orden de visita de la
siguiente manera: El Tocuyo (01),
Siquisique (02), Zulia (03) y Carora (04).

Aislamiento de patégenos

Las muestras de tallos colectadas
se procesaron en el Laboratorio de
Micologia del Postgrado de

45

Fitopatologia del Decanato de
Agronomia de la Universidad Centro
Occidental “Lisandro Alvarado”
ubicado en Tarabana-Cabudare, estado
Lara.

El tejido con la sintomatologia
caracteristica de cufia se corté y
desinfectd con solucién de cloro en su
concentracién comercial (5,25%) en
cAmara de flujo laminar, por 15
minutos, luego los trozos se lavaron en
agua destilada estéril y se secaron en
toallas de papel previamerte
esterilizado. Posteriormente se
colocaron en cdmara hiimeda por un
lapso de 48 horas y se procedi¢ a
sembrar en cajas de Petri contentivas
de agar agua (AA) porciones de los
trozos que presentaban la cuiia
caracteristica . Una vez obtenido el
crecimiento en las cajas de Petri, se
cortaron discos de aproximadamente
5 mm de didmetro y se colocaron en
cajas de Petri contentivas de Agar pepa
dextrosa (PDA ), para observar el
crecimiento. Parte del material
colocado en cdmara htimeda fue tomado
para realizar secciones de tejido a memno
alzada y estudiar el tipo de estructura
presente, tamaiio de la misma y de los
conidios y/o esporas presentes; las
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Figura 1. Necrosamiento en forma de cuiia presentado en algunos
cultivares vid. a. Cultivar Chenin blanc (Carora, estado
Lara), donde se aislé Eutypa lata b. Cultivar Queen (El
Tocuyo, estado Lara), donde se aislé Lasiodiplodia

theobromae

secciones se montaron en portaobjeto
y colorearon con azul de algoddén en
proporcién 1:1 (lactofenol : azul de
metileno) y fucsina acida al 1%, se
realizaron observaciones morfomé-
tricas tanto para las esporas como para
las estructuras donde se encontraron.

Una vez obtenido el crecimiento
en PDA se procedi6 a realizar montajes
en ldminas portaobjeto para observar
el tipo de micelio y la ontogenia del
conidio y asf lograr la identificacién de
los hongos presentes.

Se realiz6 un cultivo monospérico
de los hongos encontrados para lo cual
se aislaron y desinfectaron peritecios
y picnidios de los tallos afectados en
solucién de cloro comercial al 5,25%
por un tiempo de 30 segundos,
posteriormente se lavaron con agua
destilada estéril, todo esto previa
observacién en lupa estereoscépica,
luego las estructuras periteciales y
picnidiales se colocaron sobre
portaobjeto para seccionar y aislar
masas de esporas las cuales se
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esparcieron en caja de Petri de 90 mm
de diAmetro contentivas de PDA ; se
incubaron por 24 horas, al cabo de las
cuales se procedié a observar la
germinacién de los conidios y esporas.
Posteriormente se ubicaron las esporas
que estuvieran aisladas o solas y se
extrajeron con una aguja hipodé-mica
esterilizada para asfi evitar cualquier
tipo de contaminacién; ésto se realizé
para corroborar si los hcngos
encontrados al realizar cortes al tejido
eran los mismos aislados del tejido cor.
la sintomatologia de necrosamiento er.
forma de cufia .

El material aislado se transfiric
a tubos de ensayo contentivos de PDA,
para preservarlo puro.

Condiciones ambientales en
las zonas muestreadas

Se recopilaron datos de
temperatura y humedad relativa delos
ultimos 10 afios (1991-2000) para las
diferentes localidades muestreadas,
Bodegas Pomar (Carora), Instituto d2
la Uva (El Tocuyo) y en el Ministeri



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2003, 20: 43-52

del Ambiente (M.A.R.N.R) para el
municipio Mara y Siquisique; luego se
procedié a realizar una comparacién
de estos datos relacionandolos con la
presencia o ausencia de los patégenos

Eutypa lata y Lasiodiplodia
theobromae, segin las condiciones de
temperatura y humedad relativa
imperantes en las zonas muestreadas.

Resultados y discusion

Aislamiento de patégenos

En los aislamientos y el
seccionamiento de tejidos realizados, se
encontraron tres hongos diferenciados
por sus caracterfsticas, las cuales se
describen:

1. Micelio aéreo desarrollado en
PDA , esponjoso, abundante, de
coloracién blanquecina al inicio del
desarrollo y torndndose gris-verdoso a
negro al transcurrir el tiempo,
ramificado, septado, hialino en los
primeros estadios de desarrollo,
tornandose de coloracién marrén al
madurar. Al realizar secciones al tejido
se observaron picnidios simples, o
agrupados, estromaticos, ostiolados,
frecuentemente setosos, inmersos y
errumpentes al madurar,
correspondientes a Lasiodiplodia
theobromae Griff & Maubl., 1909 (sin.
Botryodiplodia theobromae Pat. 1892)
(15) (figura 2).

2. Micelio blanco, algodonoso,
ramificado, septado, hialino,
torndndose de coloracién marrén al
madurar. Peritecios en estroma de
color negro (figura 2). Ascas
cilindricas, clavadas, bitunicadas, con
invaginacién y poro apica, basadas en
pedicelo, contentivas de 8 esporas.
Ascosporas solapadas, comenzando con
coloracién amarilla a marrén palido,
ameroide, alantoide, ligeramente
curvas, de apariencia lisa y pared

delgada, descargadas del asca en
octadas, correspondiendo a Eutypa lcta
Tul & C. Tul (sin. Eutypa armeniacea,
Hansf & Carter) (anamorfo: Liberte'la
blepharis A.L. Smith) (3, 8).

3. Cavidades picnidiales irregu-
larmente convolvuladas, dehiscentas,
estromaticas, conidiéforo hialino,
ramificado, cilindrico. Conidios
unicelulares, hialinos, filiformes a
curvados, células conidiégenas
simpodiales, correspondientes a
Libertella blepharis Smith (sin.
Cytosporina sp.) (9,11).

Condiciones ambientales en
campo e incidencia de patégenos

Al realizar el anilisis de los
resultados obtenidos en las muestras
de tallo colectadas en las diferentes
localidades se encontré que
Lasiodiplodia theobromae estaba
presente en las localidades de El
Tocuyo, Siquisique y Carora, mientras
que Eutypa lata y su anamorfo
Libertella blepharis estuvieron
presentes en las localidades de Carcra
y municipio Mara respectivamerte
(cuadro 1).

Al observar los datos recolectaclos
para temperatura y humedad relativa
en las diferentes localidades estudiac as
(cuadro 2), pudo evidenciarse que en
lalocalidad de El Tocuyo (Instituto de
la Uva) la temperatura promecio
anual fue de 25°C y la humedad
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Figura 2. Seccionamiento de fructificaciones mostrando: a. Picnidic
en estroma de Lasiodiplodia theobromae (100X), b. Peritecic
en estroma de Eutypa lata (100x), c. Grupo de ascas de E.
lata (1000X), d. Estructura del tipo picinidial de Libertella:
blepharis (anamorfo de E.lata) (100X)

relativa promedio anual fue de 59%.
En Carora, (datos propios del vifiedo
Bodegas Pomar) se presenté una
temperatura promedio de 27°C y una
humedad relativa promedio de 72%; asi
mismo en la localidad del municipio
Mara, estado Zulia, la temperatura
promedio fue de 28°C y la humedad
relativa fue de 75%, y paralalocalidad
de Siquisique la temperatura promedio
fue de 29°C y la humedad relativa,
segin datos de la zona, oscila entre 48
y 50%. De todos estos datos podemos
decir que existen marcadas diferencias
entre los diferentes % de humedad

relativa para cada una de las
localidades estudiadas, sienco los
promedios més altos en las zor as de
Carora y Mara, con diferencias entre
las zonas de hasta un 26% de huraedacd
y en cuanto a los promedios aruales
de temperatura la diferencia es muy
pequenia entre localidades (4°C)lo cual
pudiera afectar el desarrcllo e
incidencia de los patégenos estucdiados
en las diferentes localidades.

En Carora, estado Lara ¥
municipio Mara , estado Zulia, se
presentan condiciones de humedad
relativa maxima entre 86 y 90% v
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Cuadro 1. Presencia de los patégenos estudiados en las diferentes
localidades muestreadas.

El Tocuyo Carora Siquisique Mara
Patégeno Cvl Cv2 Cv3 Cvl Cv5 Cv6 Cv2 Cv3 Cvd Cv7
Lasiodiplodia
theobromae x X X — X — X X X -—
Eutypa lata — — — X — — — — — -—
Libertella
blepharis — — — X — — — - — X

x = presencia del patégeno

— = ausencia del patégeno

Cv 1 = Chenin blanc Cv 2 = Queen Cv 3 = Tucupita Cv 4 = Criolla negra Cv 5 = Sauvignon Cv
6 = Tempranillo Cv 7 = Micheli palieri

minima entre 53 y 63%, con rangos de propicias para el desarrollo del hongo,
temperatura maxima entre 31y 34 °C y aunque los rangos de temperatura
y minima entre los 20 y 26 °C, que diurna son elevados, en comparacitén
segin lo descrito por Munkvold y con los requeridos por el hongo para
Marois (12) y Chapuis et al. (5) son las su desarrollo (4), quizas éstas se
condiciones necesarias para la compensan con la baja temperatura
germinacién de ascosporas y desarrollo que se presenta en la noche, y alcanza
de Eutypa lata. rangos en el transcurso del dia que

En ambas localidades se dan oscilan entre los apropiados para el
condiciones de humedad relativa desarrollo del mismo.

Cuadro 2. Datos de temperatura (°C) y humedad relativa (%) en las
diferentes localidades muestreadas.

Localidades Temperatura 2C % Humedad Relativz

estudiadas Maéaxima Minima Maxima Minina
El Tocuyo 31 20 76 42
Carora 34 20 90 53
Siquisique 35 23 — 48-5(*
Mcipio. Mara 31 26 86 63

Fuente: Siquisique: M.A.R.N.R (estacién Siquisique), *Datos suministrados por Finca Bariquia
municipio Mara : M.A.R.N.R (estacién Santa Cruz- Lago Maracaibo) El Tocuyo: Inst. dela Uva
(U.C.L.A) Carora:Vinedo Bodegas Pomar. Los datos son promedios para 10 afios
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En localidades donde los
porcentajes de humedad relativa son
muy bajos el patégeno no desarrolla, y
segun lo obtenido por Munkvold y
Marois (12), tales condiciones reducen
la infeccién, lo que indica que una alta
humedad relativa es importante para
el desarrollo y mantenimiento de E.
lata, por lo que podria estimarse que
este factor es indispensable y
condicionante para su establecimiento.
Esto explicaria en parte la ausencia de
E. lata en El Tocuyo y Siquisique.

En cuanto a Lasiodiplodia
theobromae, éste se aislé en las muestras

colectadas en las localidades de El Tocuyo,
Siquisique y Carora, en las cualzs los
rangos de temperatura oscilan en-re 20
y 35°C, ylahumedad relativa entr242%
vy 90 %, lo que indica que este hongo Huede
sobrevivir y causar epidemias en tales
condiciones; mientras que E. lat¢ y su
anamorfo L. blepharis se aislarcn del
material colectado en Carora y muriicipic
Mara donde las temperaturas oscilan
entre 20 y 34 °C y la humedad relativa
entre 53 y 90%, existiendo diferencias con
respecto ala minima HR en comparaci6n
con la HR registrada en las localilades
donde se identificé a L. theobromae

Conclusion

Eutypa lata (anamorfo Libertella
blepharis), se encontré en los vifiedos
de Altagracia (Carora, estado Lara)y
el municipio Mara (estado Zulia),
donde se presentan condiciones de
temperatura y humedad relativa
requeridas para su desarrollo (20-34°C
y 53-90% HR). Lasiodiplodia
theobromae se ubicé en casi todas las

zonas muestreadas, lo que indica que
este patégeno se adapta a un riayor
rango de condiciones ambientales
imperantes en las localidades donde se
encuentran establecidos los vifiedos de!
pais. Ambos patégenos pueden ser
causantes de la muerte regresiva er.
la vid (Vitis vinifera L) en Venezuela.
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