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Resumen

Las enfermedades fungicas como el oidio (Erysiphe necator) y el mildiu (Plasmopara viticola)
suponen un grave problema en el cultivo de la vid (Vitis vinifera L.), debido a las grandes
pérdidas economicas que ocasionan. La identificacion temprana de ambos parasitos es esencial
para el adecuado control de plagas y enfermedades en el cultivo de la vid. En este sentido, el
enfoque global y alternativo de la Gestion Integrada de Plagas (GIP) permitiria el control de
estos organismos fitopatogenos reduciendo el uso de fitosanitarios. E1 muestreo de propagulos
en el aire para modelizar el desarrollo de enfermedades y optimizar el uso de sistemas de apoyo
a las decisiones es una de las estrategias mas novedosas de la GIP. Por ello, el objetivo de este
trabajo se ha centrado en el desarrollo de una metodologia capaz de identificar la presencia de
propagulos de E. necator y P. viticola en cintas adhesivas, similares a las que contienen los
ciclones colectores de polen. Para ello, se han evaluado cuatro métodos de extraccion de ADN y
cinco parejas de cebadores. Los mejores resultados se han obtenido mediante la extraccion
directa de ADN con un kit comercial. Ademas, dos de los cebadores evaluados han permitido
determinar la presencia de oidio y mildiu en las cintas adhesivas inoculadas. Estos resultados
serviran de base para la aplicacion de una metodologia sencilla, rapida y efectiva para la
identificacion temprana de E. necator y P. viticola en muestras de inoculo aéreo, esencial en la
proteccion de cultivos.

INTRODUCCION

La vid (Vitis vinifera L.) es uno de los cultivos de mayor importancia econdmica a nivel mundial por
los multiples usos de la uva dentro del sector agroalimentario: en fresco, como uva de mesa, en seco,
como uva pasa y, procesado, como zumo, mosto y vino. En Espafia, el cultivo de la vid es de gran
importancia, tanto a nivel econdmico, social como medioambiental. En el afio 2022 se destinaron
922.920 ha para su cultivo y se obtuvieron mas de 5,9 millones de toneladas de uva (FAOSTAT, 2023).
En este sentido, la proteccion de los cultivos frente a plagas y enfermedades es de gran interés para el
sector vitivinicola ya que afecta tanto a la calidad como a la produccion. Una de las principales
amenazas para el cultivo de la vid, son las enfermedades fingicas que generan importantes mermas
en la produccion y, por tanto, grandes pérdidas econdémicas. Dos de las principales especies de
organismos fitopatdogenos que afectan al cultivo de la vid son Plasmopara viticola (Berk. & M.A.
Curtis) Berl. & De Toni y Erysiphe necator (syn. Uncinula necator (Schwein.) Burril) Schwein,
causantes de las enfermedades del mildiu y del oidio, respectivamente. El desarrollo de variedades
resistentes a enfermedades, como el oidio y el mildiu, mediante la mejora genética, en combinacion
con una adecuada Gestion Integrada de Plagas (GIP), en la que se priorizan las medidas preventivas
evitandose asi el uso excesivo de fitosanitarios, son estrategias complementarias en el control eficaz
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de estos organismos patdgenos. Una de las medidas més novedosas para la GIP, en el cultivo de la vid,
es el muestreo de patdgenos en indculo aéreo, mediante sistemas que capturan muestras de aire. Por
todo ello, el objetivo del presente trabajo se ha centrado en el establecimiento de un protocolo para la
rapida identificacion molecular de las especies fungicas P, viticola 'y E. necator en muestras de indculo
aéreo.

MATERIAL Y METODOS

La optimizacion del protocolo de extraccion de ADN flngico se realizo con cintas adhesivas (2 x 33,6
cm), iguales a las utilizadas en los ciclones colectores de propagulos de aire, inoculadas con oidio o
con mildiu mediante frotaciéon con material vegetal infectado. Asimismo, se trabajé con material
vegetal (hoja y uva) sano, uva infectada con oidio y hoja infectada con mildiu, para evaluar si la matriz
interferia en el proceso. En primer lugar, cada cinta inoculada se cortd en 12 fragmentos de 1x1,2 cm,
para el adecuado procesado de la muestra, los cuales se observaron mediante microscopia Optica, sin
ningln tipo de tincion, con el fin de confirmar la presencia de propagulos de oidio o de mildiu. Para
cada método de extraccion evaluado y por cada patdgeno se utilizaron 3 fragmentos de cinta (Tabla
1). Los métodos de extraccion del ADN de las cintas inoculadas que se evaluaron fueron: dos basados
en el método de extraccion del ADN con CTAB pero con preparacion previa de la muestra, una con
un homogeneizador con agitacion a alta velocidad (T-CTAB) y la otra con un sonicador (U-CTAB) y
otros dos métodos de extraccion directa con kits comerciales sin preparacion previa de la muestra,
Extract-N-Amp Plant PCR (Sigma Aldrich, EE. UU.) y PrepMan Ultra Sample Preparation Reagent
(Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). Por otro lado, el ADN de las muestras de material vegetal se
extrajo unicamente mediante el método de CTAB con algunas modificaciones (Garcés-Claver et al.,
2007). La concentraciéon del ADN extraido se midi6 mediante fluorometria en un equipo Qubit
(Qiagen). Posteriormente, se procedi6 a la determinaciéon molecular de ambos organismos, mediante
amplificaciéon por PCR usando cinco parejas de marcadores moleculares descritos en bibliografia:
Nad9 cob-F/Nad9 cob-R y Giop-F/Giop-R especificos para mildiu (Valsesia et al.,

2005; Basha et al., 2021) y Uncinl144/511, Cytb-F/Cytb-R y moE11-F/moE11-R especificos para
oidio (Péros et al., 2006; Falacy et al., 2007; Basha et al., 2021).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las cintas adhesivas inoculadas se visualizaron al microscopio optico y se seleccionaron aquellos
fragmentos de cinta en los que se observo presencia de propagulos de mildiu (Fig. 1A) o de oidio (Fig.
1B). A diferencia de otros trabajos previos en los que utilizan diferentes tinciones para visualizar los
propagulos de los organismos (Diez-Navajas et al., 2013; Vagi et al., 2016), en este trabajo no se
utilizé ninguna tincidn, lo cual permitio extraer el ADN de las mismas muestras que se observaron en
el microscopio.

Las concentraciones de ADN obtenidas con los distintos métodos de extraccion a partir de cinta
inoculada variaron desde las no detectadas utilizando los métodos CTAB hasta aquellas que estuvieron
en el rango 5,12 - 8,1 ng/ml utilizando el método Extract-N-Amp Plant PCR (Tabla 1).

Por otro lado, de las cinco parejas de cebadores utilizadas para la deteccion de oidio y mildiu, solo
dos de ellas permitieron obtener resultados positivos y especificos en las muestras analizadas. Asi,
con los cebadores Nad9 cob-F/Nad9 cob-R, especificos de mildiu, se amplifico el fragmento esperado
de 520 pb en las nueve muestras inoculadas con mildiu y extraidas con los dos métodos de CTAB y
el kit comercial Extract-N-Amp Plant PCR (Fig. 2). También en las muestras de material vegetal
infectado con mildiu. A su vez, la pareja de cebadores Uncin144/511, especificos de oidio, amplifico
el fragmento esperado de 367 pb en tres muestras de cintas inoculadas con oidio: una muestra extraida
con el método T-CTAB y otras dos con el kit comercial Extract-N-Amp Plant PCR. En las tres
muestras de tejido vegetal (uva) infectado con oidio también se amplifico el fragmento esperado. El
resto de cebadores utilizados no permitieron identificar especificamente los patdgenos en las muestras
analizadas.
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Los resultados obtenidos con el método de extraccion de ADN mediante el kit comercial Extract-N-
Amp Plant PCR, combinados con la rapidez del procedimiento de extraccion sin preparacion previa
de la muestra, permiten concluir que este protocolo puede resultar muy 1til para la determinacion de
la presencia de patdgenos fungicos en cintas adhesivas con indculo aéreo. Ademas, los cebadores
Nad9 cob-F/Nad9 cob-R y Uncinl144/511 resultaron adecuados para la determinacion especifica de
los dos patdgenos en las cintas inoculadas, asi como en material vegetal inoculado. Este método
servira de base para el desarrollo y la implantacion de un método rutinario en la deteccion temprana
de oidio y mildiu en los vifiedos, siendo de gran utilidad para el control de la sanidad de los cultivos.
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Tabla 1. Muestras de cinta inoculada con los dos patogenos y material vegetal (hoja y uvas) inoculados
y sin inocular que se han utilizado en los cuatro métodos de extraccion de ADN. Concentracion
de ADN medida mediante fluorometria.

Cédigo Tipo . - Método Concentracién Cédigo Tipo § R Método Concentracién
Fitopatogeno Voo 1 Fitopatogeno R 1
muestra muestra extraccion (ng.pL™) muestra muestra extraccion (ng.pL™)
1 Cinta Oidio U-CTAB nd 19 Cinta Oidio PrepMan 3,08
Cinta Oidio U-CTAB nd 20 Cinta Oidio PrepMan 4,58
3 Cinta Oidio U-CTAB nd 21 Cinta Oidio PrepMan 212
4 Cinta Mildiu U-CTAB nd 22 Cinta Mildiu PrepMan 4,58
5 Cinta Mildiu U-CTAB nd 23 Cinta Mildiu PrepMan 3,38
6 Cinta Mildiu U-CTAB nd 24 Cinta Mildiu PrepMan 3,34
7 Cinta Oidio T-CTAB nd 25 Hoja sin inocular CTAB 6,36
8 Cinta Oidio T-CTAB nd 26 Hoja sin inocular CTAB 9,34
9 Cinta Oidio T-CTAB nd 27 Hoja sin inocular CTAB 16,9
10 Cinta Mildiu T-CTAB nd 28 Hoja Mildiu CTAB nd
11 Cinta Mildiu T-CTAB nd 29 Hoja Mildiu CTAB 8,66
12 Cinta Mildiu T-CTAB nd 30 Hoja Mildiu CTAB 5,46
13 Cinta Oidio Extract-N 8,1 31 Uva sin inocular CTAB 18
14 Cinta Oidio Extract-N 5,68 32 Uva sin inocular CTAB 244
15 Cinta Oidio Extract-N 474 33 Uva sin inocular CTAB 19,7
16 Cinta Mildiu Extract-N 6,76 34 Uva Oidio CTAB 16,1
17 Cinta Mildiu Extract-N 71 35 Uva Oidio CTAB 16,7
18 Cinta Mildiu Extract-N 512 36 Uva Oidio CTAB 12,3

Fig. 1. A) Observacion al microscopio de estructuras de mildiu (aumento 40X). B) Observacion al
microscopio de estructuras de oidio (aumento 40X).
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Fig. 2. Productos de amplificacion, correspondientes al fragmento esperado de 520 pb, obtenidos con
los cebadores especificos de mildiu Nad9 cob-F/Nad9 cob-R en las muestras de cinta
inoculadas con mildiu (4, 5, 6, 10, 11, 12, 16, 17, y 18). Las muestras inoculadas con oidio (1,
2,3,7,8,9, 13, 14 y 15) no mostraron amplificacion. Carril M: Marcador GeneRuler TM

100bp DNA Ladder Plus.
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