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RESUMENdela tesis de José Abraham Obrador Sanchez, presentada como
requisito parcial para la obtencion del grado de MAESTRO EN CIENCIAS DE LA
VIDA con orientacién en MICROBIOLOGIA. Ensenada, Baja California. Noviembre
de 2011.

Comportamiento de Botryosphaeria spp. en presencia de madera devid:

inicio de la colonizacion y caracteristicas microscépicas

Resumen aprobado por:

 

Rufina Hernandez Martinez
Directora de Tesis

La vid (Vitis vinifera L.) es uno de los cultivos mas importantes en Baja
California, México, éste Estado contribuye con el 90% de fa produccién del vino
nacional, teniendo una derrama econdémica de 140 millones de ddlares anuales.
Las enfermedades de la madera ocasionadas por hongos, son un serio problema
para la industria vitivinicola; dentro de éstas destacan las enfermedades
producidas por la familia Botryosphaeriaceae. Las especies de esta familia
incluyen hongos cosmopolitas con un amplio rango de hospederos y distintos
gradosde virulencia. Con el objetivo de conocer y comparar el comportamiento de
tres Botyosphaeria spp. en presencia de madera de vid in vitro e in planta, se
seleccionaron tres cepas que difieren en su nivel de virulencia: Lasiodiplodia
theobromae UCD256Ma (alta), Diplodia seriata BY0O6-3 (intermedia) y Diplodia
corticola SASI12-3 (baja). En ensayosin vitro, partiendo de esporas y utilizando
medio minimo de Vogel con y sin madera, se compararon el crecimiento, la
germinacién, el ndmero dehifas y la biomasa; encontrandose que la presencia de
madera en el medio aument6d todos los parametros analizados en las tres
especies; la especie que mostré los valores mas altos fue la mas virulenta:
Lasiodiplodia theobromae UCD256Ma. La microscopia confocal y de
epifluorescencia usando los fluorocromos FM4-64 y calcoflour, permitieron
observar algunas caracteristicas celulares de las cepas y revelaron la falta de
lipidos y quitina en las cubiertas de las esporas pigmentadas. La microscopia de

epifluorescencia y electronica de barrido de troncos de vid inoculados con esporas
a las 12, 24 o 48 h, revelaron el uso de traqueas comositio preferente de entrada
y algunas diferencias en el crecimiento y la ramificacién de la hifas entre las
especies. Por otro lado, L. theobromae mostré la produccién de celulosasalinicio
de la interaccién, degradando el tejido de la planta e invadiendo tejido
parenquimatoso, mientras que D. seriata y D. corticola no dafiaron el tejido

vegetal.

Palabras Clave:Vitis vinifera, microscopia, enfermedades de la madera

 



ABSTRACTof the thesis presented by José Abraham Obrador Sanchez as a
partial requirement to obtain the MASTER’S DEGREE IN LIFE SCIENCE with

orientation in MICROBIOLOGY. Ensenada, Baja California, México Noviembre de
2011.

Behavior of Botryosphaeria spp. in the presence of grapevine wood: initial

colonization and morphological characteristics

Grapevine (Vitis vinifera L.) is one of the most economically important crops in Baja
California, Mexico; it contributes with 90% of the wine production, having an
economic impact of 140 million dollars annually. Moreover, the industry has a high
social impact, generating about 7 thousand jobs. Trunk diseases fungi are a
serious problem for the wine and grape industry. Among the most important are
those caused by the Botryosphaeriaceae. Species of this family include
cosmopolitan fungus with a wide host range and virulence of different degrees. In
order to compare the behavior of three Bofyosphaeria spp. in the presence of
grapevine woodin vitro and in planta, we selected three strains that differ in their
level of virulence: Lasiodiplodia theobromae UCD256Ma (high), Diplodia seriata
BY06-3 (middle) and Diplodia corticola SASI12-3 (low). In in vitro tests, using
spores grown onto Vogel’s minimal medium supplemented with (CM) and without
wood (SM), we compared growth, germination, number of hyphae and biomass
and found that the presence of wood in the medium increased all the evaluated
parameters in all the analyzed species. The species that showed the highest
values was Lasiodiplodia theobromae UCD256Ma. Confocal and epifluorescence
microscopy using the fluorochrome FM4-64 and calcoflour, shed light on some
cellular characteristics of the strains and revealed the absence oflipids and chitin
on the covers of pigmented spores. Epifluorescence and scanning electron
microscopy of grapevine trunks inoculated with spores at 12, 24 or 48 h, revealed
the use of tracheae as preferred site of entry for the penetration of the hyphae and
some differences in the growth and branching between the species. L. fheobromae
produced cellulose at the beginning of the interaction to degrade the plant tissue
and to invade the parenchymal while D. seriata and D. corticola did not seems to
damagethe plant tissue.

Keywords:Vitis vinifera, microscopy,trunk diseases
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Introduccion

 

La familia de las vitaceas comprende 17 géneros y alrededor de 1000

especies con representacién en zonastropicales, subtropicales y templadas. El

género Vitis es de gran importancia econdmica, industrial, alimenticia y

ornamental. En este género se encuentran especies americanas, asiaticas y

europeas; dentro de esta ultima se encuentra la especie V. vinifera procedente del

Caucaso, es la que presenta las mejores cualidades para la produccién de uva de

mesa, pasas y vino e incluye 3000 variedades o cultivares como resultado de

cruzamientos naturales (Salazar, 2005). Los cultivares que se plantan actualmente

en las grandes zonasviticolas estan adaptadosal clima de la zona y el hombre los

ha aumentadoa través de la seleccién de los cultivares que mas se adaptan a sus

necesidades de produccién (Bohmefa/., 1989).

La vid es uno delos cultivos mas importantes para el Estado de Baja

California. En esta zona, se tiene plantadas el 83% del total de hectareas en

México destinadas a la produccién de vino, con lo cual contribuye con el 90% de la

produccién a nivel nacional, teniendo una derrama econdémica de 140 millones de

ddlares anuales. Ademas,la industria tiene un alto impacto social, ya que genera

alrededor de 7 mil empleos (INEGI, 2009, FAO, 2007). En una planta de vid se

puedendistinguir facilmente dos zonas, la parte subterranea, que corresponde a

las raices primarias y secundarias; y la parte aérea correspondiente al tronco,

brazos, sarmientos, yemas, hojas, inflorescencias, racimos y frutos. El transporte

del agua, minerales y de las substancias nutritivas se realiza, a través de toda la

 



planta, por medio del tejido vascular. Este sistema se encuentra distribuido a lo

largo de toda la planta, desde las raices hasta la ultima nervadura foliar, como una

red de canales. Este se divide en dos sistemas de transporte: el floema y el

xilema. El floema traslada aztcares alcohélicos, aminoacidos, azticares simples,

azucares fosfatados, acidos organicos, fosfatos organicos, factores reguladores,

acidos nucleicos, vitaminas y sustancias inorganicas. Las fuentes de estos

productos son las células fotosintéticas de la hoja. Estructuralmente, el floema

esta constituido por tubos cribosos y células cribosas. El xilema representa la

parte dura de la planta, la cual es utilizada comercialmente como madera. Los

principales elementos conductores del xilema son células alargadas, en forma de

tubo, sin contenido citoplasmatico y con paredes altamente lignificadas, lo cual

evita que se colapsen porla presién negativa ejercida durante la evaporacion. El

grosor de las paredes va de 4 um a 0.5 mm,sirviendo como defensa a la

penetraci6n de patogenos (Keller, 2010). El xilema esta compuesto por elementos

vasculares (traqueas) y elementos no vasculares (traqueidas).

Las enfermedadesdel xilema son de los mayores problemasfitosanitarios

de la vid, ya que ademas de disminuir el rendimiento, provocan un deterioro

gradual de las planias y eventualmente pueden conducir a su muerte (Siebert,

2001; Gubler et a/., 2005). Los hongos son los mayores agentes causales de estas

enfermedades y, dependiendo de la forma, tamafio, composicién y disposicién del

xilema, es la capacidad del hongo para invadir, degradary para distribuir sus hifas

en el tejido (Schwarze ef al., 2000). La via de infeccién comun es por aperturas en

el tejido, ya sea por dafios mecanicos, heridas de poda, herramientas

contaminadas o por entradas naturales (Gubleref a/., 2005).

Bajo el término de “enfermedades fungicas de la madera de la vid” se

incluyen a todas aquellas enfermedades causadas por hongos que afectan a la

madera provocando su deterioro y, posteriormente, en un plazo de tiempo

indeterminado, la muerte de parte de la planta o de la planta entera. La aparicién

 



de sintomas se debe a la colonizacién de los vasos xilematicos por el hongo, fo

que provoca la reduccién del flujo de nutrientes, la liberaci6n de toxinas y la

degradacién de las paredes de los vasosporIa liberacién de enzimas (Valtaud et

al., 2009).

El aumento en la incidencia de enfermedades flingicas de la madera ha

provocado pérdidas econdémicassignificativas en la industria vinicola alrededordel

mundo, ya que estas enfermedades reducen la produccién de uva y aumentan el

costo de los productos (Gubler et a/., 2005). Las enfermedades fungicas de la

madera de vid pueden estar causadas por un elevado nlimero de especies que

pueden afectar a plantas de diferentes edades. Estos hongos se agrupan en una

serie de patologias que pueden ocurrir independientemente, en forma simultanea,

0 incluso ser precursoras unas deotras en la misma planta (Mugnalef a/., 1999).

Entre esos se encuentran: Eutypa lata, asociado a Eutipiosis; Cilindrocarpon spp.,

asociados a pie negro; Botryosphaeria spp., asociados a brazo muerto; y

Phaeoacremonium  aleophillum, Phaeomoniella chlamydospora, Fomitiporia

punctata, Stereum hirsutum, Phomopsis viticola y Botryosphaeria spp., asociados

a enfermedad de yesca y Petri (Surico ef a/., 2008, Scheck et a/., 1998).

Varios estudios han identificado a especies de Botryosphaeria como

importantes patégenos en los vifiedos causando cancros, brazo muerto,

decaimiento de !os brotes, muerte de injertos y necrosis en yemas en todas las

zonas vinicolas alrededor del mundo (Urbez et al, 2008, Dubos ef al., 2001,

Phillips, 2002, Taylor et a/., 2005, Urbez-Torres ef al., 2006a, Urbez-Torres efal.,

2006b). En México, actualmente se tienen reportadas 5 de las 14 especies de

Botryosphaeria encontradas en el mundo (Candolfi, 2009, Urbez-Torres ef al.,

2008), estas son: Lasiodiplodia. theobromae, Diplodia. seriata, Neofusicoccum .

vitifusiforme, N. australe y D. corticola. En pruebas de patogenicidad L.

theobromae se comporté como un patégeno altamente virulento, siendo capaz de

producir lesiones extensas en el tejido de la planta inoculada, mientras que D.

 



seriata mostré virulencia intermedia y D. corticola baja virulencia (Candolfi, 2009,

Urbez ef al., 2008).

Existen algunos reportes en donde se ha usado la microscopia de estas

especies de Botryosphaeria, en los cuales se describen los aspectos morfolégicos

de hifas, esporas y estructuras reproductivas (Van Niekerk ef a/., 2004, Urbez-

Torres and Gubler, 2009). Se ha encontrado que D. seriata invade el tejido

xilematico de las capas superficiales del xilema, floema, tejido meristematico y

parénquimade !os arboles de durazno provocandola necrosis del tejido invadido

(Biggs and Britton, 1988). Los estudios con microscopia para L. theobromae en

alamo, arbo] del caucho, pino, bambt: y anacardo, han reportado a este como un

patogeno altamente agresivo, capaz de degradar las paredes del xilema, llegando

a invadir rapidamente los vasos, los espacios intercelulares y el parénquima,

ademas de poseer un conjunto de enzimas (pectinasas, lactasas y 8-1, 3

glucanasas) para llevar acabo la colonizacién, la rapida degradacién de la pared

celular y la asimilacién de los nutrientes del medio (Muniz ef a/., 2011, Cedefio et

al., 1996, Encinas and Daniel, 1997, Florence et a/., 2002, Ruel and Joseleau,

1987). En la especie de D. corticola se ha observado que en su interaccién con

hojas de roble esta especie utiliza los estomas comositio de entrada enla planta

(Paoletti et a/., 2007).

En este trabajo se realizé un estudio detallado de la interaccidn inicial de

tres especies de la familia Botryosphaeriaceae reportados como agentes causales

del deterioro progresivo en plantas de vid (Vitis vinifera), y se observaron las

diferencias entre éstas, de acuerdo a sus niveles de virulencia en presencia o

ausencia de madera. La finalidad del trabajo es aportar conocimiento acerca de

estos patégenosy dilucidar su naturaleza y su relacién con los sintomas y lesiones

observadosen el campo.

 



 

Antecedentes

 

La vid

La familia de las vitaceas comprende 17 géneros y alrededor de 1000

especies con representacién en zonas tropicales, subtropicales y templadas. El

género Vitis es de gran importancia econdémica, industrial, alimenticia y

ornamental. Cuenta con alrededor de 60-70 especies, al que corresponden las

vides cultivadas, localizadas en zonas de clima tropical y subtropical de ambos

hemisferios. Este género segunla clasificacién clasica se divide en dos secciones

o subgéneros: Muscardinia y Euvitis (Keller, 2010).

El subgénero Muscardinia contiene tres especies, de las cuales solamente

una se cultiva para la obtencién de uva, V. rotundifolia (Salazar, 2005). Esta

especie, originaria del sureste de Estados Unidos, muestra resistencia a cenicilla,

pie negro, enfermedad de Pierce, nematodos y al insecto responsable de la

filoxera, Daktulosphaira vitifoliae, por lo que tiene gran interés en e| mejoramiento

del cultivo de la vid (Keller, 2010).

El otro subgénero, Euvitis, comprende aproximadamente 60 especies que

se distribuyen mundialmente de fa siguiente manera:

Americanas: agrupan entre 8 a 34 especies que presentan pocas aptitudes

viniferas, con la excepcién de V. /abrusca. Varios miembros de estas especies son

utilizadas comoportainjertos, por su resistencia a distintas enfermedades o para la

 



produccién de plantas madres e hibridos. Entre los mas importantes se citan: V.

aestivalis, V. riparia, V. rupestris, V. berlandieri y V. candicans (Keller, 2010).

Asiaticas: existen unas cuarenta especies que no presentan interés para la

produccién de uva. Entre ellas se encuentra V. amurensis, V. coignetiae y V.

sylvestris (Keller, 2010, Salazar, 2005).

Europeas: sdlo hay una especie, V. vinifera procedente del Caucaso. Esta

es la que presenta las mejores cualidades para la produccién de uva de mesa,

pasas y vino. Incluye 3000 variedades o cultivares, como resultado de

cruzamientos naturales (Salazar, 2005). Los cultivares que se plantan actualmente

en las grandes zonasviticolas estan adaptadosal clima de la zona y el hombre los

ha aumentado a través de la seleccién de los cultivares que mas se adaptan a sus

necesidades de produccién (Béhm ef al, 1989). V. vinifera presenta el gran

inconveniente de ser altamente sensible a varias enfermedades (Keller, 2010).

La vid y el vino en Baja California

La vid es uno de los cultivos mas importantes para el Estado de Baja

California. Con una superficie de 3,561.44 h y un volumen de 30,760 ton, es el

quinto producto agricola a nivel estatal (INEG!, 2009, FAO, 2007, SPV, 2010). Del

total de la superficie cultivada en el Estado, el 80.5% esta dirigida a la produccién

de uva para vino, el 17.7% para la produccion de uva de mesa y el 0.3 % para la

produccién de uva pasa. Actualmente, en la zona hay 49 variedades plantadas, de

las cuales 41 son usadaspara la produccién de vino, y 8 para uva de mesa y pasa

(SPV, 2010). Baja California tiene el 83% del total de hectaéreas en México

destinadas a produccién de vid para vino, con lo cual contribuye con el 90% dela

produccién a nivel nacional, teniendo una derrama econémica de 140 millones de

délares anuales. Ademas,la industria vinicola tiene un alto impacto social, ya que

genera alrededor de 7 mil empleos (INEG/, 2009, FAO, 2007).

 



En el Estado se tiene una produccién de 9,900,000 L de vino, de los cuales

aproximadamente el 90% se venden en el mercado nacional, lo que cubre el 34.2

de la demanda nacional, el 10 % restante se obtiene del mercado internacional

(CMV, 2011). Las principales zonas de produccién en el estado son: el Valle de

Calafia, Santo Tomas, el Valle de Mexicali, Tecate, Ensenada, San Vicente, San

Antonio de las Minas y el Valle de Guadalupe, siendo este ultimo, la zona

vitivinicola mas importante de México (INEGI, 2009, SPV, 2010).

Estructura de la vid

La vid es un arbusto trepador mediante zarcillos rameales opositifolios de

crecimiento continuo, presenta flores hermafroditas y pentameras. El tallo es

lefioso, constituido basicamente por un tronco grueso, acintado y de color castafio

claro. Su fruto es tipo baya de grandes dimensiones agrupados en conjuntos

llamados racimos(Izco et a/., 2004). Su edad de produccién es hasta los 80 afios

de edad, sin embargo, en la naturaleza son capaces de vivir cientos de afios

(Keller, 2010).

En una planta de vid se pueden distinguir facilmente dos zonas, la parte

subterranea que corresponde a las raices primarias y secundarias; y la parte

aérea correspondiente al tronco, brazos, sarmientos, yemas, hojas,

inflorescencias, racimosy frutos (Figura 1).

La zona subterranea de la vid esta compuesta por un sistema denso de

taices de crecimiento rapido con gran capacidad de colonizacién del suelo que

tienen como finalidad la extraccién de agua, nutrientes y minerales necesarios

para el desarrollo de la planta. Las raices son capaces de penetrar hasta 6 metros

de profundidad (Hidalgo, 2002). Las raices primarias se caracterizan por ser

gruesas y por cumplir con la funcién de transporte de nutrientes y sostén de la

 



planta. Las raices secundarias son generadas cada ano a partir de las primarias,

su funcién es la obtencién de nutrientes y agua, siendo muy sensibles a

condiciones naturales extremas (Salazar, 2005).

El tronco cumple con las funciones de sostén, reserva de nutrientes y

conducci6n de la savia en direccién de las raices y al follaje. Tiene una altura

promedio de 1.50 m y un grosor de 10 a 30 cm de diametro (Hidalgo, 2002); es de

aspecto retorcido, sinuoso y agrietado, recubierto exteriormente por una corteza

que se desprende en tiras longitudinales, llamados ritidomas, los cuales son

generados anualmente(Keller, 2010).

Los brazos son los encargados de conducir los nutrientes y de repartir la

vegetacioén y los frutos en el espacio. Al igual que el tronco también estan

recubiertos de una corteza. Los brazos portan los tallos del afio, denominados

pampanos cuando son herbaceos y sarmientos cuando estan lignificados. Los

sarmientos dan origen a las yemas formadoras de los pampanos,éstos Ultimos

portan las estructuras vegetativas, es decir, hojas, yemas, inflorescencias, frutos y

zarcillos (Salazar, 2005).

 



 

Figura 1. Estructura de ta planta de vid (Vitis vinifera), (a) Raices secundarias, (b) raices
primarias, (c) tronco, (d) brazo, (e) sarmientos y (f) racimo.

La hoja es una de las estructuras mas importantes en la vid, ya que en ella

se realiza el proceso de la fotosintesis, que es el proceso por el cual la energia

luminica es transformada en azticares que seran utilizados para el metabolismo de

la planta. También cumplen un papel fundamental en el intercambio gaseoso y en

la evaporacién de agua conla atmésfera. La morfologia de la hoja es dependiente

del cultivar (Salazar, 2005).

Las yemas son las estructuras que permiten el crecimiento aéreo de la

planta. Dan origen a diferentes estructuras vegetativas, tales como, hojas,

sarmientos, zarcillos e inflorescencias. La vid posee un niimero elevado de yemas

con capacidad vegetativa mixta (Keller, 2010).
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Ciclo vegetativo

Al ser la vid una planta lefiosa perenne, su desarrollo se produce a través

de los afios siguiendo un ciclo vegetative anual (Hidalgo, 2002). Dentro de éste se

distinguen varias etapas de desarrollo, tales como: latencia, brotaci6n, floracién,

formacién de frutos, maduracién de bayas, cosecha y caida de hojas (Figura 2)

(Salazar, 2005).

EI ciclo vegetativo comienza conellloro, esto se refiere a la exudaci6n de la

savia del xilema a la superficie de poda y es una transicién de la_inactividad al

crecimiento activo. El lloro es causado porla presién de la raiz, que es generado

por la nueva movilizacion de las reservas de nutrientes (especialmente los hidratos

de carbono) y el bombeo de azticar en el xilema (Sperry ef a/., 1987). La presion

de la raiz sirve para disolvery eliminar las burbujas de aire que se han formado en

los vasos del xilema durante el invierno.

En climas mediterraneos, la brotacién y crecimiento de yemas son

inducidos por las temperaturas medias diarias superiores a 10 °C (Keller, 2010).

La brotacién se ve afectada también porel cultivar de vid, el tiempo de la poda, el

vigor de la vid, el estrés hidrico y la resistencia al frio (Mills ef a/, 2006). La

brotacion es un periodo de crecimiento exponencial donde los pampanos crecen

tanto en longitud como en grosor, desarrollandose hojas, zarcillos y racimos, asi

como nuevas yemasen las axilas de las hojas. Esta fase se caracteriza por la

fuerte dominancia apical, por la liberacién de auxinas hacia las yemas, que inhiben

parcialmente el crecimiento de brotes laterales (Candolfi-Vasconcelos and Koblet,

1990).

La floracién es el periodo en el cual se caen las caliptras de las flores, al

caer estas, se libera una nube de polen de las anteras de los estambres,los

cuales estan alejadas del pistilo. Los granos de polen caen sobre el estigma y
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germinan,si las condiciones son favorables,la polinizacién del évulo dara paso a

la formaciéndel fruto, también llamado cuajado (Weaver, 1988).

EI cuajado es un término que corresponde al ntimero de flores fecundadas

que evolucionaran a frutos, ya que el ntimero de frutos siempre es inferior al

numero de flores inicial (Reynier, 2005). En esta etapa, el fruto aumenta de

tamafio con rapidez, la cantidad de azticares es baja y constante y la acidez

elevada. El cuajado y desarrollo de frutos es controlado por la interaccién de

hormonas, incluyendo auxinas, giberelinas, citoquininas, etileno e inhibidores

(Weaver, 1988).

La maduracién comienza cuando el fruto empieza a tomar color y a

suavizarse. A medida que avanza la maduracién, el color se vuelve masintenso,

aumenta la cantidad de azticares y disminuye la acidez. Debido a la evaporacién

del agua en las bayas, la concentracién de azicares aumenta, mientras que la

cantidad de Acido disminuye (Reynier, 2005).

El agostamiento o formacién de reservas es la acumulacién de almidén y

otras sustancias de reserva en el parénquima medular. Esto, acompafiado de la

lignificacién celular general y la formacién de felégeno en el pedicelo, provocando

el desprendimiento del mismo y, por consecuencia, la caida de fa hoja. Durante

esta etapa la vid es capaz de soportar bajas temperaturas y heladas invernales

(Hidalgo, 2002)
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Figura 2. Cicto vegetative de la vid.

Tejidos vasculares

El transporte del agua, minerales y de las substancias nutritivas se realiza,

a través de toda la planta, por medio del tejido vascular. Este sistema se

encuentra desde las raices hasta la ultima nervadura foliar, como una red de

canales. Este se divide en dos sistemas de transporte:el xilema que moviliza agua

y minerales en la direcci6n de la corriente transpiratoria (movimiento acrdépeto) y el

floema que transporta azucares y solutos producidos por la fotosintesis en

direccién basipeta (Gola et al., 1965).

El tejido vascular esta constituido por células alargadas en forma de tubo y

sin contenido plasmatico. Las paredes estan engrosadas y con relieves que

proporcionan cierta solidez y resistencia a la presién ejercida, por los liquidos y

substancias que contienen, e impiden que los tubos puedan obstruirse como

consecuencia de los movimientos de flexion (Flores-Vindas, 1999).
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Las fuerzas que determinan el movimiento en el floema y en el xilema son

totalmente diferentes. En el xilema, los solutos se mueven de forma pasiva como

fluio de masa, en respuesta a un gradiente de potencial de agua, hacia las

superficies de evaporacién, mientras que en el floema se transportan por difusi6n

y fuerzas de flujo de presi6n (Paniagua et al., 2002).

Xilema en Vid

La palabra xilema deriva del griego xilos = madera. El xilema representa la

parte dura de la planta, la cual es utilizada comercialmente como madera. Los

principales elementos conductores del xilema son células alargadas, en forma de

tubo, sin contenido citoplasmatico y con paredes altamente lignificadas, lo cual

evita que se colapsen porla presién negativa ejercida durante la evaporacién. El

grosor de las paredes va de 4 tim a 0.5 mm, Io cual sirve como defensa a la

penetracién de patégenos (Keller, 2010).

La formacion del tejido xilematico, inicia siguiendo la diferenciacién de

células meristematicas, localizadas en el cambium. Se observa que éstas, en un

principio, se alargan al mismo tiempo que el citoplasma se vacuoliza, luego ocurre

la reabsorcién del contenido celular. Tal diferenciacién ocurre simultaneamente en

una serie de células superpuestas, de manera que su confluencia genera la

formacién de un canal conductor. Las membranas divisorias entre dos células

inmediatas tienden a disolverse.

EI xilema esta compuesto porlos siguientes componentes:

-Elementos vasculares

« Traqueas (vasos). Resultan de la superposicién de numerosas células de

formacilindrica, unidas entre si a través de paredes basales y apicales que
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presentan perforaciones, con objeto de que las células queden

intercomunicadas, formando canales aptos para el transporte de liquidos.

Traqueidas. En gimnospermas son similares a las traqueas, pero se

superponen sin perforaciones de las paredes basales, por lo que cada

célula mantiene su individualidad. En angiospermas se denomina traqueida

al conjunto de parénquima paratraqueal axial y fibras del xilema (Figura 3).

-Elementos no vasculares

Parénquima paratraqueal axial, parénquima axial y parénquima

radiomedular. Son un conjunto de células que sirven como medio de

almacenamiento y comunicacién entre el xilema y otros tejidos.

Proporcionan aminoacidos, hormonas, sales minerales, etc., que son

transmitidos al resto de la planta. La vid poseecristales de oxalato de calcio

en este tejido, proporcionandole una proteccién contra herbivoros (Keller,

2010) .

Fibras esclerenquimaticas (fibras del xitema). Son elementos de sostén de

los tejidos vasculares. Se asemejan a las traqueidas pero son mas largas y

poseen paredes mas gruesas.

Tilosas. Cuando las traqueas y las traqueidas dejan de ser activas o

presentan la invasi6n de patdgenos, las células parenquimatosas vecinas,

gue continuan creciendo, ejercen fuertes presiones sobre ellas y llegan a

introducirse parcialmente en los vasos, obstruyéndolos. Las tilosas

bloqueanla luz de los vasos impidiendo que estos sirvan como tunel para el

desplazamiento de hongos, bacterias y otros microorganismos (Sun etal.,

2006), sin embargo también pueden ser desarrolladas por la formacién de

émbolos en los vasos, edad o lesién.
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Los elementos vasculares estan interconectados por punteaduras generadas

en la pared a partir de la degradacién del contenido citoplasmatico de las células.

Estas permiten el intercambio de nutrientes entre las células de los distintos tejidos

via simplasto (Paniagua ef a/, 2002). En Vitis spp, las traqueas presentan

punteaduras con arreglos anillados, punteados, reticulares y escaleniformes,

siendo este ultimo el de mayor presencia en Vitis vinifera (Sun et al., 2006).

Floema en Vid

El término floema deriva del griego phleoes que significa corteza, nombre dado

por su posicién en la planta. También se utiliza el termino /epfoma, que significa

débil. El floema puede trasladar entre 50 y 300 mg de materia (en peso seco) por

mi de la que, un 90% es azticar. También hay aminoacidos en una concentracion

de 20 a 80 mg/ml. Otros componentes son azutcares alcohdlicos, azticares

fosfatados, acidos organicos, fosfatos organicos, factores reguladores, acidos

nucleicos, vitaminas y sustancias inorganicas. Las fuentes de estos productos son

las células fotosintéticas de la hoja y los sumideros son el resto de !a planta, que

debe nutrirse del fluido transportado por el floema. De alguna manera, el floema

interviene en el control del desarrollo de la planta, por ejemplo, en determinados

momentos del afio, los nutrientes organicos son transportados sobre todo a los

meristemos y primordios florales o a las estructuras reproductoras (Paniagua et

al, 2002).

Durante el crecimiento primario se forma el floema primario posteriormente, a

partir del cambium vascular, se forma el floema secundario durante el crecimiento

secundario.
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Estructuralmente el floema tiene los siguientes componentes:

- Tubos cribosos: resultan de la superposicién de las células de forma cilindrica,

unidas unas a otras de sus bases que, a diferencia de las traqueas, no quedan

perforadas, en sentido estricto, sino atravesadas por cribas, formando placas

cribosas. Estas células se denominan elementos de los tubos cribosos.

- Células Cribosas: son similares a los elementos de los tubos cribosos, pero se

superponen sin que las paredes celulares basales formen verdaderas placas

cribosas, sino tan sdlo areas cribosas.

 

    Figu
traqueidas, (4) xilema secundario, (5) xilema primario, (6) cambium, (7) floema primario, (8)
floema secundario, (9) esclerénquima, (10) colénquima, (11) epidermis, (12) corteza.
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Colonizacién y degradaciondel xilema por hongos

La capacidad del hongo para invadir y degradar, asi como la distribucién de

las hifas dentro de la planta, depende de la forma, el tamafio, la composici6n y la

disposicién del xilema (Schwarze et al., 2000). La via de infeccién mas comtin es

por aperturas en el tejido ya sea por dafios mecanicos, heridas de poda,

herramientas contaminadas o entradas naturales (Gubler et a/., 2005). Una vez

colonizadoel xilema la invasion hacia las células adyacentes puedeser realizada

por las punteaduras encontradas en los arreglos xilematicos, ya que entre menor

sea el numero de punteaduras existe una obstaculizacién pasiva del proceso de

colonizacién. Estas punteaduras sirven comositio de acceso a nuevos canales

xilematicos o células parenquimatosas para la obtencién de nutrientes (Kleist and

Seehann, 1997). Sin embargo, algunos hongos son capaces de degradarla pared

celular y la lamela creando asisitios para la penetracién y obtencién de nutrientes,

tal es el caso de L. theobromae y E. lata, los cuales utilizan un complejo

enzimatico, compuesto por proteinasas, amilasas, pectinas y azUcareslibres, que

degradan los componentes de fa pared (Encinas, 1996).

EI proceso de colonizacién y degradacién también puede ser realizado por

un complejo de hongos que tienen capacidadesdiferentes. Esto se ha observado

en la asociacién de hongos que producen la enfermedad de yesca, en donde

Phaeomoniella chlamydospora inicia la colonizaci6én de la planta, invadiendo el

tejido xilematico y produciendo una matriz de proteoglucanos alrededor de las

hifas que protegen al hongo del sistema defensivo de la planta; este hongo no es

capaz de degradar las paredes del xilema (Valtaud et a/., 2009). Una vez

establecido, inicia la produccién de fitotoxinas que debilitan el sistema defensivo

de la planta permitiendo la entrada de otros patégenos (Bruno and Sparapano,

2007), en particular de Phaeoacremonium aleophillum, el cual produce las

enzimas necesarias para la degradacién de las paredes del xilema y del tejido

parenquimatico para la obtencién de nutrientes (Valtaud ef a/,, 2009).
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Un efecto secundario de la colonizacién del sistema vascular por hongos es

un déficit en la presién osmodtica en el transporte de agua y minerales, ya que

estos provocan una disminuciédn en el area de los canales de transporte

impidiendo el flujo, aunado a la formaci6n de tilosas por parte de la planta como

una forma de defensa (Goodmanefal., 1986).

Enfermedadesde Ia madera.

Bajo el término “enfermedadesftingicas de la madera de Ia vid’, se incluyen

a todas aquellas enfermedades causadas por hongos que afectan a la madera,

provocandosu deterioro y, posteriormente, en un plazo de tiempo indeterminado,

la muerte de parte de la planta o de la planta entera. La aparicién de sintomas se

debe a la colonizacién de los vasos xilematicos por el o los hongo(s), lo que

provoca la reduccién del flujo de nutrientes, la liberacién de toxinas y la

degradacién de las paredes de los vasosporla liberacién de enzimas (Valtaud ef

al., 2009).

El aumento en la incidencia de enfermedades ftingicas de la madera ha

provocado pérdidas econdémicassignificativas en la industria vinicola alrededor del

mundo, ya que estas enfermedades reducen la produccién de uva y aumentan el

costo de Jos productos (Gubler ef a/., 2005). Este aumento en incidencia es debido

a diversos factores, tales comola reducci6n en el cuidado sanitario del material de

propagacién, con lo cual se ha visto disminuida la calidad de las plantas

(Giménez-Jaime et a/., 2006); los cambios ocurridos en las practicas culturales y

en el manejo del vifiedo; siendo quizas uno de las mas relevantes la escasa

proteccién de las heridas de poda que favorecen la entrada de diferentes

patégenos (Urbezet a/., 2008); el cambio climatico, tales como Iluvia fuerte o baja

en distintas zonas, condiciones de sequia y cambios repentinos de frio y calor
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(Urbez-Torres et al., 2006a), y la prohibicién del uso del arsenito de sodio que ha

sido reemplazado porotros fungicidas menos eficaces (Mugnalet a/., 1999).

Las enfermedades flingicas de la madera de vid pueden ser causadas por

un elevado numero de especies que pueden afectar a plantas de diferentes

edades. Estos hongos se agrupan en una serie de patologias que pueden ocurrir

independientemente, en forma simultanea, o incluso ser precursoras unas de otras

en la misma planta (Mugnalet a/., 1999). Entre esos se encuentran: Eutypalata,

asociado a Eutipiosis; Cilindrocarpon spp., asociados a pie negro; Botryosphaeria

spp., asociados a brazo muerto y; Phaeoacremonium aleophillum, Phaeomoniella

chlamydospora, Fomitiporia punctata, Stereum hirsutum, Phomopsis viticola y

Botryosphaeria spp. asociados a enfermedad de yescay Petri (Figura 4) (Surico et

al., 2008, Schecket a/., 1998).

Eutipiosis

La eutipiosis es producida por el hongo Eutypa fata, el cual penetra a la

planta por los cortes de poda. Se ha encontrado en la mayoria de regiones

viticolas del mundo, en donde las precipitaciones superan los 600 mm alajfio,

siendo menos probable cuando éstas son inferiores a los 250 mm (Pearson and

Goheen, 1988). Raramente afecta a plantas de menos de ochoafios de edad. Los

sintomas en la parte aérea son facilmente reconocibles: durante los primeros

meses,al inicio del ciclo del cultivo, en la primavera, se observan deformaciones y

decoloraciones en las brotaciones nuevas en un brazo, pero en afios sucesivoslos

sintomas se observan en el resto de la planta, a medida que el hongo desciende

por el tronco, agravandose los sintomas hasta provocar su muerte (Péros and

Berger, 1994). El hongo crece en el xilema, bloqueando la conduccién de agua.

Las infecciones se mueven a una velocidad de 10-12 cm /afio. Los sintomas

foliares ocurren normalmente hasta al menos 4 afios después de quela infeccién

inicial ocurrié (Rolshausenef a/., 2010).
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Se caracterizan por la presencia de brotes raquiticos y débiles, con

entrenudos cortos, hojas pequefias, aserradas y clordticas, a veces con necrosis

marginales. La madera afectada toma un color marrén oscuro, diferenciado del

blanco caracteristico de plantas sanas. La consistencia de la madera se vuelve

dura y quebradiza. Los racimos sufren corrimiento e incluso pueden desaparecer

(Pérez-Marin, 2001).

La diseminacion de la enfermedad selleva a caboporla lluvia, la cual libera

las ascosporas, que se formaron a partir de peritecios en los cancros de las vides

afectadas. Las ascosporas desarrollan un rol preponderante en el ciclo de la

enfermedad, al invadir las heridas de poda en los brazos y/o tronco. Las heridas

son mas susceptibles cuando son recientes, ya que con el tiempo tienden a

cicatrizar, lo que evita que puedan ser infectadas (Petzoldt C. ef a/., 1981).

Transcurrido de uno a dosafios a partir de la infeccién se empiezan a observarlos

primeros sintomas, siendo mas evidentes a los tres o cuatro afios. Sin embargo,

pueden transcurrir varios afios para que se produzca la muerte del brazo o la

planta entera (Mundy and Manning, 2010).

Enfermedadde Petri

La enfermedad de Petri, también conocida como yesca joven, decaimiento

de la vid joven o “black goo”, es otra de las preocupacionesenla industria vinicola,

debido a los dafios que la enfermedad puede causar en plantaciones jévenes

(Mundy and Manning, 2010). Los sintomas que provoca son muy similares a los

del déficit hidrico (Garcia et al., 2005); se observa un retraso en el crecimiento del

tronco, los nudos se acortan y hay una reduccién del tamafio de las hojas y del

follaje (Scheck ef a/., 1998). Normalmente, las vides crecen el primer afio, sin

embargo conforme avanzan las temporadas subsiguientes, se observa una

clorosis en patrones “atigrados” y una defoliacién temprana de las hojas. La
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madera presenta puntos de color marron y puntos negros de donde se pueden

aislar normalmente P. chlamydospora y Phaeoacremonium spp. respectivamente.

Los sintomas pueden causar la muerte o el establecimiento de vides pobres en las

plantaciones nuevas (Valtaud ef a/., 2009, Whiteman eta/., 2007).

Yesca

Esta enfermedad ha sido altamente destructiva en vifiedos de California y

Europa (Gubler et a/., 2005, Surico et a/., 2008), es producida por un complejo de

hongos: Fomitiporia mediterranea, Phaeomoniella chlamydospora,

Phaeoacremonium aleophilum, Phaeoacremonium inflatipes, Fomitiporia punctata

y Stereum hirsutum. Et hongo penetra en la planta a través de heridas de poda o

por suelos infectados a través de las raices (Whiteman ef af, 2007). Puede

manifestarse de dos formas: lenta o crénica, que es la mas comun, y rapida o

apoplejia (Valtaud et a/., 2009).

La forma crénica se caracteriza por la aparicién de decoloraciones y

necrosis internerviales en la hoja, amarillentas en los cultivares de uva blanca y

rojizas en los de uva tinta, que forman el tipico patrén atigrado de esta

enfermedad. También se presenta un secado del racimo (Valtaud et a/., 2009,

Surico ef al., 2006).

En su forma rapida, la enfermedad se caracteriza por una marchitez subita,

parcial o total de la planta. Existe una pudricion rapida de la madera y una

destruccién masiva del tejido conductor de la planta. Esta es mas frecuente en

climas calidos y entre periodos de sequiay lluvia (Surico et al., 2008).

En ambas situaciones, en cortes longitudinales o transversales de la

madera de la planta afectada, se observan zonas con podredumbre seca y
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esponjosa. Normalmente esta enfermedad se aprecia en vifias viejas (Valtaud et

al., 2009).

Pie negro

Esta enfermedad es causada por distintas especies del genero

Cylindrocarpon (Halleen et al., 2006). Estos hongos son aislados frecuentemente

de! material vegetal de viveros y plantas j6venes con sintomas de decaimiento en

diferentes regiones productoras de vid en el mundo. Las especies de

Cylindrocarpon atacan el sistema radicular de las plantas provocando lesiones

necroticas y el ennegrecimiento del tejido, a lo que se debe la denominacién de

pie negro (Scheckef al., 1998). El ciclo de esta enfermedad no se conoce en su

totalidad, no obstante se sabe que el ataque se produce en plantas jévenes, de 5

a 10 afios, con alto estrés fisioldgico por causas de sequia o humedad excesivas

(Halleen et al., 2006). En la parte aérea se observa una ausencia de desborre, una

vegetacion débil, algo clordética que en verano puede llegar a secarse

bruscamente. En la parte subterranea de Ia planta suelen observarse dos niveles

radiculares. Las raices parecen normales repartidas uniformemente y en general

son poco profundas. Las del segundonivel suelen estar necrosadas decolorgris

oscuro. Al quitar la corteza del porta injerto se puede observar una franja marrén

que sube desde la raiz hacia !a union del injerto. Los cortes transversales de esta

zona muestran una necrosis que se desarrolla desde la periferia a la médula del

porta injerto (Rego ef a/., 2006).

Cancro de Botriosferia

Antes conocida como enfermedad de brazo muerto, fue descrita por

primera vez por Lehoczky (1974) en Hungria; esta enfermedad parece estar

presentes en las zonas de clima mediterraneo y climas templados (Urbez-Torres

et al., 2006a). En la actualidad se le relaciona con muchas especies de la familia
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Botryosphaeriaceae, manifestando sintomas parecidos tanto a yesca como a

eutipiosis (Urbez-Torres et al., 2008, Dubos ef al., 2001). Ademasde la vid, las

especies de esta familia afectan a muchas otras plantas lefiosas causando dafios

muy severos hasta llegar incluso a la muerte de Ja planta (Dubos ef a/., 2001). No

obstante, durante mucho tiempo, tanto en la vid como en otros hospedantes, estos

hongos fueron relegados porque se consideraban patégenos débiles o simples

saprofitos (Dubos, 2002). Los sintomas se confunden facilmente con los de la

yesca y aparecen a finales de mayo en las hojas basales de la planta. La

enfermedad puede evolucionar de forma rapida o severa o de forma lenta. En la

forma lenta, aparecen manchas en los bordes de las hojas o entre los nervios,

como sucedeconla yesca. En las variedadestintas los sintomas se diferencian de

los de la yesca porla ausencia de ribete amarillo que delimita la zona necrosada

de las zonas alin verdes que siguen los nervios de la hoja. En el caso del brazo

muerto, ese borde es mas marrén violaceo oscuro. En las variedades blancas,la

diferenciacién con la yesca es masdificil. Las manchas amarillas de los bordes y

dellimbo al crecer su unen, se tornan marrén, dejando sdlo verde los nervios de la

hoja. En su forma severa, se caracteriza por una perdida precoz de las hojas de

algunas ramas o de la totalidad de la planta que se seca total o parcialmente

(Castillo-Pandoet a/., 2001, Van Niekerk efa/., 2004).

Al quitar la corteza se puede ver una franja marr6én que sale de la rama

hacia el tronco. En cortes transversales se observa que la franja marrén penetra

poco, es de color ocre, y los vasos estan obturados. En cortes longitudinales se

observa una necrosis en forma de cufia caracteristica de esta enfermedad (Urbez-

Torres et al., 2006a).
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Heridas de poda

Botryosphaeria spp. Eutypalata

Fomitiporia spp.

   
   

 

t
Phaeoacremonium | Phaeomoniella

| spp. ] chlamydospora
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Cylindrocarpon spp.

Entrada porraices

 

Figura 4. Hongos causantes de enfermedades de la madera envid y su sitio de entrada. Especies

en recuadros rojos, se reporta como sitio de entrada sélo las heridas de poda. En recuadros
naranja su sitio de entrada es por heridas de poda y raices. Recuadro azul su sitio de entrada es
solo por raices.

Familia Botryosphaeriaceae

La familia Botryosphaeriaceae pertenece a la clase Ascomycetes, orden

Dothideales. Esta representada por patégenos oportunistas, patégenos primarios,

saprofitos y endofitos (Denmanefal., 2000, Slippers and Wingfield, 2007). Estos

hongos presentan un ciclo bioldgico dividido en una fase sexual (teleomorfo), la

cual es escasa en la naturaleza, y una fase asexual (anamorfo), la cual se

encuentra mayoritariamente en la naturaleza (Denmanetal., 2000). Su forma de

reproduccién asexuales a través de la formacién de ascomatas multiloculares con

paredes de multiples capas, que en su conjunto forman un picnidio. La humedad y

la Iluvia propician la liberacidn de las picnidiosporas contenidas en elinterior,
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siendo dispersadas porel viento para su distribucién (Epstein et a/., 2008). Estos

hongos presentan una distribucién cosmopolita, sin embargo, se encuentran en

mayer numero en zonas de clima templados y tropicales, encontrandose en un

amplio rango de hospederos de las clases Liliopsida (monocotiledéneas),

Magnoliopsida (dicotiledéneas) y Gimnospermae (gimnospermas) (Barr, 1987).

Son colonizadores de plantas débiles y estresadas, por ejemplo después de la

sequia, granizo, viento, heladas, o heridas por dafios causados por animaleso el

hombre (Smith ef a/., 1994, Denmanef a/., 2000). En la actualidad se piensa que

estos poseen una fase endofitica seguida de una fase saprofitica o patogénica

(Slippers and Wingfield, 2007).

Su ciclo de infecci6én comienza conla formacién de picnidios a principios del

otofio, con la llegada de las primerasIluvias, a mediados de otofio hasta finales de

invierno, se estimula la exudaci6n de los picnidios y se lleva a cabo la liberacién

de las esporas (Urbez-Torres ef al, 2010a). Estas tienden a dispersarse,

ayudadas por el viento y las escorrentias, abarcando grandes dreas hasta

encontrar un hospedero (Mundy and Manning, 2010). Su sitio de entrada por

predileccién son las heridas de poda, sin embargo, también pueden por heridas

causadas por animales, herramientas contaminadas o entradas naturales de la

planta (Epstein et a/., 2008). En primavera cuando se alcanzan temperaturas de

10°C o mas, empiezan su crecimiento invadiendo al hospedero como endofitos, es

decir, sin afectar la salud de este. Sin embargo, ante un fenémeno que afecte la

salud de la planta estos tienden a volverse saprofitos degradando las paredes del

tejido vascular e invadiendo tejido parenquimatoso (Pearson and Goheen, 1988,

Muniz ef a/., 2011). Una vez que obtienen suficientes nutrientes forman picnidios

para asi continuar su ciclo.
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Botryosphaeria en vid.

Varios estudios han identificado a especies de Botryosphaeria como

importantes patégenos en los vifiedos causando cancros, brazo muerto,

decaimiento de los brotes, muerte de injertos y necrosis en yemas en todas las

zonas vinicolas alrededor del mundo (Urbez et a/., 2008, Dubos ef ai/., 2001,

Phillips, 2002, Taylor et a/., 2005, Urbez-Torres ef a/., 2006a, Urbez-Torres et al.,

2006b). Aunque la patogenicidad y virulencia de algunas especies de

Botryosphaeria que afectan a vid han sido determinadas, se acepta que estas

varian dependiendo la cepa (Phillips, 1998, Urbez-Torres and Gubler, 2009).

Actuaimente son 14 las especies de Botryosphaeria reportadas en vid (Tabla 1)

(Van Niekerk ef af, 2006, Candolfi, 2009, Urbez-Torres ef a/., 2010b). Sin

embargo, los géneros de mayor distribucién e incidencia a nivel mundial son

Neofusicoccum y Diplodia spp. (Taylor et a/., 2005).
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Tabla |. Especies de la familia Botryosphaeriaceae aisladas de vid en diferentes
tegiones de! mundo.

 

Teleomorfo Anamorfo Sitios de aislamiento
 

Botryosphaeria australis Neofusicoccum australe
Estados Unidos, Australia,

Portugal, Sudafrica, México.
 

Portugal, Argentina, Sudafrica,

 

Botryosphaeria dothidea Neofusicoccum aesculi Suiza, Grecia, Nueva Zelanda,

Jap6én, Espafia, México.

Botryosphaeria ibérica Dothiorella ibérica Estados Unidos, Espajia,ltalia.
 

Portugal, Estados Unidos,

 

 

Botryosphaeria lutea Neofusicoccum luteum Sudafrica, Nueva Zelanda,

México.

Portugal, Francia, Nueva

Botryosphaeria parva Neofusicoccum parvum Zelanda, Estados Unidos,

Sudafrica.

Botryosphaeria porosum Diplodia porosum Sudafrica.
 

Botryosphaeria obtusa Diplodia seriata

Portugal, Francia, Estados

Unidos, México,Italia, Ucrania,

Hungria, Libano, Sudafrica,

Espafia, Egipto, Chile, Australia.
 

Botryosphaeria rhodina Lasiodiplodia theobromae

Argentina, Estados Unidos,

México, Sudafrica, Papua Nueva

Guinea, Uganda, Venezuela,

Australia, Sri Lanka, Esparia,

Egipto, Chile.
 

Botryosphaeria stevensii Diplodia mutila
Portugal, Estados Unidos,

Holanda, Espajia.
 

Botryosphaeria viticola Dothiorella viticola Espana, Sudafrica.
 

Botryosphaeria viticlavatum Neofusicoccum viticlavatum Sudafrica.
 

Botryosphaeria vitifusiforme Neofusicoccum vitifusiforme Espafia, Sudafrica, México.

 

Botryosphaeria corticola Diplodia corticola México, Estados Unidos.
 

Botryosphaeriaribis  Neofusicoccum ribis  Sudafrica, Portugal.
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En México, actualmente se han reportado 5 especies de Botryosphaeria

(Candolfi, 2009, Urbez-Torres ef al, 2008). En el 2008 Urbez-Torres y

colaboradores aislaron a L. theobromae y D. seriata de vifiedos en México de los

municipios de Hermosillo y Ensenada, encontrando que estas especies tienen

similitud filogenética con las aisladas de California. Candolfi en 2009 realizo un

estudio en vifiedos del municipio de Ensenada, Baja California, identificando a D.

seriata, N. vitifusiforme, N. australe y D. corticola (Tabla Il), y reporté que la

especie D. seriata y el genero Neofusicoccum como patogenos que se encuentran

constantemente en la zona. En pruebas de patogenicidad, L. theobromae se

comport6 como un patégeno altamente virulento, siendo capaz de producir

lesiones extensas en el tejido de la planta inoculada, mientras que D. seriata

mostro virulencia intermedia y D.corticola baja virulencia (Candolfi, 2009, Urbez et

al, 2008).
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Tabla Il. Botryosphaeria spp.aisladas dela vid de la regi6n vinicola de Ensenada,
Baja California, México (Candolfi, 2009, Urbez ef a/., 2008).

 

Aislado identidad Tipo de lesién
 

BY06-3, CCBM09, MXCB01,

MXCB13, SACH15, SACH19-

3, SACH29-2, SASIO8, RO2-3,

MXSB01, SASIO1, SASI16,

CCBM08, UCD1010BC,

UCD1015BC, UCD1035BC,

UCD1038BC, UCD1052B,,

Manchas necroticas

D. seriata concéntricas y puntos

negros.

 

 

 

UCD1061BC.

Manchasnecroticas

SASI12-3. D. corticola concéntricas y puntos

negros

UCD1012BC, UCD1014BC, L Sector necrdético en forma de

UCD1028BC, UCD1030BC, cufia, manchas concéntricas

UCD1060BC. theobromae y puntos negros

N. Manchasnecroticas
SACH24, SACH23.

vitifusiforme concéntricas
 

Puntos negrosy lesiones
ME04-3., N. australe .

concéntricas     
Lasiodiplodia theobromae

L. theobromae es un patogeno importante en plantas tropicales y

subtropicales (Mohali et a/., 2005), presenta un alto nivel de colonizacién y

virulencia, y ha sido reportado en mas de 500 hospederos (Urbez-Torres et al.,

2008). Ha sido asociado a gumosis, necrosis, cancros, manchas foliares,

decaimiento y muerte de sus hospederos (Encinas, 1996). Su importancia

comercial radica en su capacidad de atacar a especies de importancia econémica
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para el hombre tales como pera, mango, durazno, aguacate, manzana, mora azul,

palma cocotera, melocotén, uva, pinos, eucaliptos, etc (Khanzada et a/., 2004,

Lakshmanan and Jagadeesan, 2004, Roux ef a/., 2001, Hong-Ye ef al., Wright and

Harmon, 2009, Gubler et a/., 2005). En vid, L. theobromae es reconocido como

uno de los patégenos mas agresivo dentro de la Familia Botryosphaeriaceae

(Urbez-Torres and Gubler, 2011). En California, la presencia de sus esporas en

época de lluvia es del 9.6%, en comparacién con otras especies de

Botryosphaeria (Urbez-Torres et al., 2010a), siendo la época de poda donde mas

infecciones se dan. Una vez realizada una herida de poda, L. theobromae puede

infectar a la planta en un plazo de 12 a 36 dias (periodo de riesgo) antes de que

cicatrice (Urbez-Torres and Gubler, 2011). Este patégeno es capaz de degradar

tanto tejido tehoso como verde, debido al conjunto de enzimas que posee siendo

la especie de Botryosphaeria con mayor capacidad para llevar acabo la

degradaci6n de la pared celular del tejido conductor de las plantas (Florence efal.,

2002). Sin embargo, esta especie es capaz de permanecer como endéfito durante

afios o toda la vida de la planta en donde se encuentre como hospedero (Mohali et

al, 2005). Recientemente se ha descubierto su capacidad de provocar

enfermedades en el hombre tales como queratomicosis, feohifomiosis y neumonia

(Wooef al., 2008, Summerbell ef a/., 2004).

Diplodia seriata

Este hongo se conocié durante muchos afios por su nombre teleomorfico

Botryosphaeria obtusa, es un importante patégeno de manzanos en donde causa

los sintomas denominados raiz negra, cancros, decaimiento y ojos de sapo en

fruto (Phillips, 2002). Actualmente se tienen reportados 37 especies hospederas

de plantas (Phillips, 2002, Phillips et a/., 2007). Es la especie mas ampliamente

distribuida en las zonas vinicolas alrededor del mundo (Taylor ef a/., 2005). En

California, es la especie con mayor presencia en vifiedos y en la época de lluvias

presenta la mayor abundancia de esporas en aire (59%), en comparacién con
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otras especies de Botryosphaeria (Urbez-Torreset al., 2010a). D. seriata, posee

una alta capacidad de colonizar heridas de poda gracias a las enzimas contenidas

en sus esporas (Rolshausenet a/., 2010, Cobos et al., 2010). A pesar deello, la

patogenicidad de D. seriata todavia es confusa, ya que ha sido reportado como

patogeno débil (Van Niekerk ef a/., 2004), a intermedio (Candolfi, 2009, Urbez-

Torres and Gubler, 2009).

Diplodia corticola

D. corticola fue recientemente reportado en vid como un patdgeno débil y

se sabe poco de su comportamiento e interaccién con vid (Urbez-Torres efal.,

2010b). Candolfi en 2009 reporta que en pruebas filogenéticas la cepa de D.

corticola SASI12-3 aislada de vid no present6 una diferencia filogenética con las

aisladas de Quercus spp. Sin embargo, Urbez-Torres (2010) reporta que en

pruebas de patogenicidad las cepas de D. corticola causan un tamafio de lesién

mayor en vastagos de vid que en vastagos de Quercus independientemente de

gue las cepas fueran aisladas de Quercus vid.

Estudios que han empleado la microscopia para estudiar la
interaccién de las especies de Botryosphaeria con sus
hospederos.

Existen varios reportes de microscopia de distintas especies de

Botryosphaeria, en los cuales se describen los aspectos morfolégicos de hifas,

esporas y estructuras reproductivas (Van Niekerk ef a/., 2004, Urbez-Torres and

Gubler, 2009), sin embargo, son pocoslos estudios que han utilizado técnicas de

microscopia para estudiar la interaccién patégeno-hospedero en estas especies.

En 1988, Biggs y Britton utilizaron microscopia de luz y cortes histolégicos para el

analisis de la invasi6n D. seriata en Arbol de durazno. En este estudio se encontro

que D. seriata invadio el tejido xilematico de las capas superficiales del xilema,
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floema, tejido meristematico y parénquima de los arboles de durazno provocando

la necrosis del tejido invadido (Biggs and Britton, 1988). En el estudio de la

interaccién Botryosphaeria dothidea y manzanautilizando microscopia electrénica

de barrido (SEM), se observ6é que la forma de invasidn de las esporas se realizaba

a través de heridas en el epicarpio del fruto, y en caso de no encontrarse un sitio

de entrada, el patégeno forma un apresorio para la penetracién del fruto (Kim ef

al., 1999). Los estudios con microscopia para L. theobromae en alamo, arbol del

caucho, pino, bambu y anacardo, han reportado a éste como un patégeno

altamente agresivo, capaz de degradarlas paredes del xilema, llegando a invadir

rapidamente los vasos, los espacios intercelulares y el parénquima; ademas de

poseer un conjunto de enzimas (pectinasas, lactasas y B-1, 3 glucanasas) para

llevar acabo fa colonizacion, la rapida degradacién de la pared celular y la

asimilacién de los nutrientes del medio (Muniz et a/., 2011, Cedefio ef al, 1996,

Encinas and Daniel, 1997, Florence et a/., 2002, Ruel and Joseleau, 1987).

En observaciones de TEM y SEM,realizadas por Cedefio en 1996, se halld

que L. theobromae posee una capacidad de direccionalidad de acuerdo a los

nutrientes que necesita para su crecimiento, invadiendo nuevostejidos en base a

sus requerimientos. En la especie de D. corticola se ha observado que en su

interaccién con hojas de roble esta especie utiliza los estomas comositio de

entrada en la planta (Paoletti et a/., 2007).
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Justificacién

La informacion que se tiene acerca de los mecanismos y los sitios de

invasién que los hongos de la familia Botryosphaeracea utilizan para la

colonizacién de las plantas de vid es muy poca. Por lo cual, en este trabajo se

utilizaron técnicas de microscopfa para analizar y comparar los sitios de

penetracion en vid de tres especies de Botryosphaeria: Lasiodiplodia theobromae,

Diplodia seriata y Diplodia corticola que presentanalta, intermedia y baja virulencia

respectivamente. El entendimiento de los mecanismos de infeccién de estes

hongos, nos ayudaran,a largo plazo a desarrollar estrategias para su control.

Hipdtesis

Las esporas de los hongos Diploidia corticola cepa SASI12-3, Diplodia

seriata cepa BY06-3 y  Lasiodiplodia theobromae cepa UCD256Ma_ usan

mecanismos similares para invadir la madera de vid pero difieren en su tiempo de

germinacion y en su capacidad infectiva.

Objetivo general

Comparar el comportamiento de tres Botyosphaeria sp.: Diploidia corticola

cepa SASI12-3, Diplodia seriata cepa BY06-3 y Lasiodiplodia theobromae cepa

UCD256Ma en madera de vid
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Objetivos especificos.

Compararlas biometrias (tasa de crecimiento, numero de hifas, porcentaje

de germinacién y biomasa) de Diploidia corticola cepa SASI12-3, Diplodia seriata

cepa BY06-3 y Lasiodipiodia theobromae cepa UCD256Ma en medio de cultivo

con maderay sin madera devid.

Observar algunas estructuras celulares de Diploidia corticola cepa SASI12-

3, Diplodia seriata cepa BY06-3 y Lasiodiplodia theobromae cepa UCD256Ma.

\dentificar los sitios y la direcci6n de penetracién de Diploidia corticola cepa

SASI12-3, Diplodia seriata cepa BY06-3 y Lasiodiplodia theobromae cepa

UCD256Ma sobre madera de vid usando técnicas de microscopia
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Materiales y métodos

 

Cepas usadaseneste estudio

Las cepas de Diploidia corticola SASI12-3 y Diplodia seriata BY06-3 fueron

aisladas por Candolfi en ef 2009, de la zona viticola del municipio de Ensenada y

forman parte de la coleccién del Laboratorio de Fitopatologia del Centro de

Investigacion Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada (CICESE). La cepa

de Lasiodiplodia theobromae UCD256Ma fue proporcionada amablemente poret

Dr. Douglas W. Gubler de la Universidad de California campus Davis.

Preparacion del inoculo

Las cepas fueron incubadas en agar con agua (20 g/L) suplementado con

tetraciclina a 25 ug/ml o cloranfenicol a 15 pg/ml, para inhibir la contaminacién

bacteriana, y se colocaron 4-5 palillos de madera para Lasiodipiodia theobromae

UCD256May Diplodia seriata BY06-3 a lo largo del medio de cultivo. Para la cepa

de Diploidia corticola SASI12-3 se utilizaron troncos de vid, previamente

esterilizados, colocados equidistantes sobre el agar. Para la cepa BY06-3 y

UCD256Ma, los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 28°C por 3

semanascon un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad para inducir la formacién

de picnidios, mientras que para la cepa SASI12-3 se esperaron 4 semanas. Los

picnidios de los hongos fueron colectados extrayéndolos del medio de cultivo con

la ayuda de una aguja de diseccién y realizando una maceraci6n con un pistilo y
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un mortero previamente esterilizados. Usando agua destilada estéril se diluyé el

macerado y se paso porfiltros (Miracloth, Cal Biochem o Whatman) para ia

obtener una suspensién de esporas sin micelio. Las esporas se colectaron en

tubos Eppendorf de 2 mi. El conteo de la concentracién de esporas se hizo por

duplicado usando una camara de Neubauer en 5 cuadrantes (Figura 5). En cada

cuadrante se contaron las esporas, los nUmeros obtenidos se sumaron y

promediaron para cada repeticién y con los valores de las dos repeticiones se

obtuvo el promedio de esporas (PE), Finalmente, se calculé la concentracién de

esporas por microlitro con base en la siguiente formula:

Esporas (uL) = (PE)(NC)(FD)(PC)

Dénde: PE = Promedio de esporas contadas, NC = Numero de

cuadrantes (5), FD = Factor de dilucién (1) y PC = Profundidad de la

camara (10000).

Dependiendode la concentracién obtenida, se hicieron diluciones agregando

agua destilada estéril o se concentraba utilizando la microcentrifuga (VWR®) a

14,000 rpm, hasta obtener una concentracién de 40 esporas por microlitro.
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a Cuadrantes donde se contabilizaron esporas

 

Figura 5. Esquema de una camara de Neubauer,
con azul cielo se representa los cuadrantes en

donde se contaron esporas.

Medici6én de tasas de crecimiento

En cajas de Petri de 9 cm de diametra conteniendo Medio minimo de Vogel

(MMV) y MMV adicionado con madera (MMVM), se marcé unsitio al extremo de la

caja en donde seinocularon 10 ul de la solucién de esporas, se dejaron secar por

30 min bajo una campana de flujo laminar y se sellaron. Las cajas inoculadas se

colocaron en una incubadora (VWR®) a 28°C. Cada 12 horas, se marcé el

diametro de crecimiento de la colonia, para la toma de datos y su andalisis con

pruebas estadisticas; para la medicién se marcaron 5 puntos entre cada una de

las linea de crecimiento (Figura 6).
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Figura 6. Transectos hechosen Ia caja Petri para
la medicién del crecimiento y su estimacién
estadistica.

Medicion de Biomasa

Para la determinacion de biomasa de los hongos, primeramente se cortaron

circulos de 80 mm de una membrana de dialisis (Spectrapor membrane tubing,

Spectrum Medical Industries, Inc.), los cuales fueron hervidos por 1 hora para la

eliminacién de sales. Posteriormente se pesaron usando una balanza analitica

(Sartorius, Modelo 1712) y se anotaron los pesos obtenidos. Conforme se

pesaban las membranaseran colocadas en cajas Petri con agua estéril y para su

identificaci6n se marcé la parte inferior de la caja con un numero. Las membranas

se esterilizaron a 121°C y 20 atm de presién por 15 min en cajas Petri de vidrio.

Una vez estériles, se colocaron sobre medio MMV y MMVM. Sobre las

membranas, se inocularon 10 Ul de la suspensién de esporas de cada cepa en el

centro de la caja. El experimento se realiz6 por triplicado.
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Las cajas fueron colocadas en una incubadora a 28°C por un periodo de 60

h. Al final, se retiraron las membranasde las cajas y se determind el peso fresco

con una balanzaanalitica.

Tasas de germinaci6ény ramificacién

De cada cepa se inocularon 10 ul de la suspensién de esporas en cajas de

9 cm de diametro con MMV y MMVMy se esparcieron con el uso de una varilla de

cristal, se incubaron a 28°C y se observaron a las 2, 4, 6, 8, 12 y 24 h para

determinar la tasa de germinaciony a las 2, 4, 6, y 8 h para estimar el numero de

hifas producidas. En cada tiempo, se observaron usando un microscopio invertido

y la técnica de bloque invertido, con los aumentos L. thebromae UCD256May D.

corticola SAS|12-3 se observaron 30 esporas pigmentadas y 30 esporashialinas,

ya que estas especies presentan ambostipos de esporas. Para la cepa de D.

seriata BY06-3 se observaron 30 esporas. Las esporas se consideraron como

germinadas cuando presentaban una hifa de la mitad del tamafio de la espora y

para ramificacion se tomaron en cuenta el numero de hifas presentadas. Los datos

obtenidos fueron analizados estadisticamente.

Preparacion de cortes

Se usaron plantas de Vitis vinifera cultivar Cabernet Sauvignon,

procedentes de esquejes de 1 afio de edad. Para la inoculacién, se realizaron

cortes trasversales en los tallos para dejar expuesto el tejido fresco, se esperaron

30 min para evitarel lloro de las plantas y las heridas fueron inoculadas con 30 ul

de la solucién de esporas preparada como se describié anteriormente (Michailides,

1991). Los periodos de incubacién fueron 12, 24 y 48 h. Posteriormente, se

realizaron cortes transversales, longitudinal-radiales y longitudinal-transversales
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de 1 mm deprofundidad eneltallo (Figura 7). Todos los trozos de madera fueron

fiiados con FAA por un periodo de 24 h (Kim eta/., 2005).
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Figura 7. Tipos de cortes utilizados en el estudio de la interaccién planta patégeno.Et cilindro
representael taflo de vid.

Fijacion

El efecto delfijador consiste en detener el metabolismo celular y conservar

los tejidos con un minimo de alteraciones. Para ello se utilizé formalina - acido

acético - alcohol (FAA) que se preparé usando 90ml de alcohol al 50%, 5ml de

formalina (formaldehido al 40%) y 5 ml de acido acético glacial. Las muestras

permanecieron por un periodo minimo de 24 h eneste fijador, con excepcién de

las muestras para tratamiento para SEM donde se utiliz6 el reactivo de

Karnovsky's.

Preparacion de muestras para microscopia de luz

Las muestras fijadas en FAA, se colocaron en series de alcohol al 50%,

60%, 70%, 80%, 90% y 96% durante 30 min, continuando con dos lJavados de
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alcohol etilico absoluto, uno de alcoholetilico absoluto mas xilof en proporciones

de 3:1, uno de alcoholetilico absoluto mas xilol en proporciones 1:1, uno de

alcohol etilico absoluto mas xilol en proporciones1:3 y porultimo las muestras se

pasaron a xilol puro. En cada solucién, las muestras permanecieron por espacio

de 30 min. La inclusién fue con parafina en estufa de 30°C hasta 55°C, y los

cortes se realizaron usando un micrétomo a 8 micras de espesor.

La tincién que se us6é fue Safranina-Fast Green, ya que esta ha demostrado

tefiir diferencialmente el tejido fungico y vegetal. El tejido fungico interacciona con

Fast Green obteniendo una coloracion verde, mientras que el tejido de la planta

interacciona con la Safranina obteniendo una coloracion roja, lo que permite una

mejor observacién del proceso de infeccién (Flemmeref a/., 2010). Para ello se

removidé la parafina de las muestras y los cortes se colocaron en xileno |, xileno

absoluto II, xileno mas alcohol absoluto en proporcién 1:1 y alcohol absoluto | por

un periodo de 5 min en cada solucién. Para hidratar los cortes, éstos se pasaron

por series de alcohol en concentraciones decrecientes: Absoluto, 95%, 70% y 50%

a intervalos de 5 min en cada solucién. Posteriormente se colocaron en una

solucién stock de safranina diluida en agua destilada en proporcién 1:1 por toda

una noche. Al siguiente dia, las muestras se lavaron con agua destilada, se

pasaron rapidamente por alcohol acidificado al 70%, alcohol al 95% y alcohol

absoluto para quitar el exceso de colorante. Se tifieron con una solucién de Fast

Green por 30 segundos, lavandolos en dos cambios de xileno por 15 min cada

vez. Finalmente, se montaron en un portaobjetos con Cytoseal 60 (Richard-Allan

Scientific) y se observaron en microscopio de luz.

Preparacion de muestras para microscopia de epifluorescencia

Para observar la interaccién planta-hongo, se prepard una solucién de

Calcofluor White M2R (Exc/Ems 355/433 nm, Cyanamid) al 1%(v/v) en 15% de

KOH (p/v) y Calcofluor White stain (Fluka) a 1:1 con 10% de KOH (p/v) (Anexo }).
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Las muestras se colocaron en un portaobjetos y se recubrieron con 10 ul de la

soluci6n de Calcofluor White stain y se dejaron reposar por un periodo 2 minutos,

posteriormente, se retiré el excedente de colorante y se agregaron 10 ul de

Calcofluor White M2R y se espero 30 segundos. Las muestras asi tratadas, fueron

observadas en un microscopio invertido (Axiovert) con microscopia

epifluorescente usando un filtro DAPI y una lampara de mercurio con longitud de

onda de 340 nm (Diez-Navajas et al., 2007).

Microscopia confocal

De cada cepa se inocularon 10 ul de la suspension de esporas en cajas de

9 cm de diametro contiendo medio de Agar-Agua y se esparcieron con el uso de

unavarilla de cristal en todo el medio. Las cajas se incubaron a 28°C por un

periodo de 24 h, con el fin de observar en los conidios su germinaci6n y la

formacion de hifas vegetativas maduras.

 

Figura 8. Esquema de la técnica de bloque invertido
(Hickey ef a/., 2005). 1) condensador. 2) bloque de agar.
3) portaobjetos. 4) gota de aceite. 5) objetivo.
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Para su observacion en microscopia confocal de barrido con laser (CLSM

por sus siglas en Inglés), se emplearon 10 ul del colorante vital lipofilico FM4-64

(Exc/Ems 488/760-640 nm) a una concentracién 25 uM. De las cajas en donde

previamente habian crecido las esporas, se cortaron rectangulos de agar de

aproximadamente 1 x 2 cm que se colocaron, en un portaobjetos, para su

observacionutilizando la técnica de bloque de agarinvertido (Figura 8) (Hickey ef

al., 2005). Antes de la observaci6n se esperaron 10 minutos para que el colorante

fluorescente penetrara las células. Transcurrido el periodo de espera, las muestras

se observaron usando un microscopio invertido (N.A. 13, Plan Neofluar, Carl

Zeiss®) con un objetivo de 100X (1.3 A. N. plan-apocromatico de inmersi6n en

aceite). Se obtuvieron imagenes en los canales de fluorescencia y contraste de

fases. Para fluorescencia se utiliz6 un laser de Argon para la excitacién del

fluoréforo,utilizando longitudes de onda de entre 488 a 670 nm. Las imagenes se

tomaron con el software LSM 510 version 3.2 y se analizaron con el software LSM

Image Examinerversi6n 3.2.

Preparacién de muestras para microscopia electronica de barrido

Los cortes de madera inoculados se fijaron en reactivo de Karnovsky’s

(EMS) durante 4 h a 4°C y se lavaron tres veces con buffer de fosfatos 0.2 M (pH

7.2) por 15 min cada vez. Posteriormente, las muestras fueron postfijadas bajo

campana de extraccién de gases con tetraoxido de osmio al 4% y se incubaron

por 2 h a 4°C. Transcurrido ese tiempo, se realizaron tres lavados con el mismo

buffer de fosfatos por 15 minutos cada vez y finalmente se pusieron a deshidratar

en un desecador que contenia perlas de silice durante 1 semana. Para montar las

muestras, primeramente, se colocé cinta adhesiva de carbono de doble cara sobre

los botones para microscopia electrénica de barrido (SEM porsussiglas en inglés)

y sobre ella se colocaron las muestras deshidratadas para ser cubiertas con bafios

de oro (Ted pella, 99.99%) utilizando un metalizador. Las muestras se
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mantuvieron en un desecador hasta su observacién, para protegerlas de la

humedad y el polvo (Wingfield et a/., 1996, J., 1991, Schnee et a/., 2008, Kim ef

al., 1999). Finalmente, se analizaron usando el microscopio electrénico de barrido

(JEOL JSM-35c) del Departamento de Geologia de CICESE.

Analisis estadistico

Para los analisis estadisticos entre las tres especies se realiz6 el

procesamiento de los datos de crecimiento, germinacién y numero de hifas a

través de las pruebas de analisis de varianza mtltiple (ANOVA) como prueba

paramétrica y por Kruskal-Wallis como analisis no paramétrico, para los analisis de

Biomasa se realizé la prueba T. El procesamiento de los datos fue utilizando el

programa STATISTICA (StatSoft Inc. Version 7).
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IV

 

Resultados

 

Biometrias

Tasa de crecimiento con y sin madera

Los resultados obtenidos muestran un mayor crecimiento en todas las

cepas cuando se adicionéd madera en el medio de cultivo, aunque los datos

obtenidos mostraron cierta variacién. En periodos de 12 h, la cepa de L.

theobromae UCD256Mafue la que presenté el mayor crecimiento, de 0.93 + 0.55

cm en ausencia de madera (SM) y de 1.08 + 0.64 cm en presencia de madera

(CM) (Figura 9) pero no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) cuando

se compararonlos tratamientos (Figura 10); la cepa de D. seriata BY06-3 presenté

diferencias significativas (p<0.05) en el crecimiento promedio de 0.614 0.53 cm en

SMy de 0.93 + 0.58 cm en CM (Figuras 9 y 11) y la cepa de D. corticola SAS!12-

3 presento el menor crecimiento y la menorvariacién de datos, con un crecimiento

promedio de 0.20 + 0.16 cm en SM y 0.55 + 0.39 cm en CM (Figura 9)

encontrandosediferencias significativas (p<0.05) (Figura 12).

Al compararel crecimiento obtenido al final del experimento, es decir a las

72 h, se observé que la cepa L. theobromae UCD256Ma alcanzo6 un promedio de

crecimiento total de 6.51 + 0.15 cm en CM y 5.59 + 0.13 cm en SM (Figura 10 y

Figura 13 E y F); la cepa de D. seriata BY06-3 mostr6 un promedio de

crecimiento de 5.58 + 0.39 cm en CM y 3.67 + 0.3 cm en SM (Figura 11 y Figura

13 Cy D), y la cepa D. corticola SASI12-3 mostré un crecimiento promedio de 3.33

+0.3 cm en CM y 1.22 + 0.09 cm SM (Figura 12 y Figura 13 Ay B).
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Figura 9. Radio de crecimiento de tres Botryosphaeria spp. Se observa que la tasa de

crecimiento mas alta fue en MMV con presencia de madera (CM), aunque en esta condicién se
registraron datos muy variables. L. feobromae UCD256Mapresenté la mayor tasa de crecimiento

y BD. corticola SASM12-3 la menor.
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Figura 10. Comparacién de crecimiento en fa cepa de L. theabromae UCD256Ma en MMV con

en presencia de madera (CM) y sin madera (SM). El andlisis de ANOVA y de kruskal-Wallis no

mostro diferencias significativas (p>0.05).
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Figura 11. Comparaci6n de crecimiento en la cepa de J. seriata BYO6-3 en MMV conpresencia
(CM) y ausencia de madera (SM). EI andlisis de ANOVA y de kruskal-Wallis mostré diferencias

significativas (p<0.05).
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Figura 12. Comparacién de crecimiento en la cepa de 9. corticola SASH2-3 en MMV con

presencia (CM) y ausencia de madera (SM). El andlisis de ANOVA y de Kruskal-Wallis mostré

diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 1. Morfologia colonial de cepas de Botryosphaeria spp. crecidas en Medio Minimo de
Vogel con madera(A, C y E) y sin madera (B, D y F) después de 72 h en incubacion a 28°C. Ay
B, D. corticola SAS\1 2-3; Cy D, D. seriata BY06-3; Ey F, L. theobromae UCD256Ma.
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Porcentaje de germinacidn de esporas en presencia (CM) y en

ausencia (SM) de madera

Comparacion de la germinacién de esporas pigmentadas de L. theobromae

UCD256Ma en SM y CM

L, theobromae UCD256Mapresenta esporashialinas y pigmentadas, porlo

cual, ambos tipos de esporas se analizaron en SM y CM primero por separado y,

posteriormente se compararon las esporashialinas y pigmentadas.

En el analisis general de las esporas pigmentadas, se encontré una

diferencia significativa (p<0.05) en la germinacién en SM y CM (Figura 14). Se

observé un porcentaje de germinacién mayor en menor tiempo en CM,sin

embargo, conforme paso el tiempo de inoculacién, esta diferencia fue menor,

comose detalla a continuacion. A las 2h después dela inoculacién, las esporas

mostraron un 70% de germinacién en CM y un 43% en SM.A las 4 h, presentaron

un 90% de germinacion en CM y un 73% en SM.A las 6 h, presentaron un 96% de

germinaci6n en CM y un 93% en SM. Hasta las 6 h, las diferencias en el

porcentaje de germinacion fueron significativas (p<0.05), posteriormente (8, 12 y

24 h) ya no se encontraron diferencias (p>0.05) entre CM y SM.

Comparacién de la germinacién de esporas_ hialinas de L. theobromae

UCD256Ma en SM y CM

En el analisis general de las esporas hialinas, se encontraron diferencias

(p<0.05) entre los datos obtenidos en CM y SM (Figura 15). Un porcentaje mayor

germind en menor tiempo en CM, sin embargo, conforme aumenté el tiempo de
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espera la diferencia entre los tratamientos fue menor. A las 2 h después de la

inoculacién las esporas no germinaron en SM y en CM germiné un 10%. Alas 4h

la germinacién fue de 66% en CM y 53% en SM. A las 6 h la germinaci6n fue de

90% en CM y 66% en SM y a las 8 h fue de 96% en CM y 86% en SM.Hasta las 8

h, las diferencias en el porcentaje de germinacién fueron significativas (p<0.05),

posteriormente, a las 12 y 24 h, ya no se encontraron diferencias (p>0.05).

Comparacion de la germinacioén de esporas pigmentadasvs hialinas de L.

theobromae UCD256Ma en SM y CM

En SM existieron diferencias significativas (p<0.05) entre las esporas

hialinas y pigmentadas hasta las 8 h, pero a las 12 y 24 h, no se encontraron

diferencias (p>0.05) (Figura 16). Por otra parte en CM existieron diferencias

significativas (p<0.05) entre las esporas hialinas y pigmentadas hasta las 6 h,

posteriormente, a las 8, 12 y 24 h, ya no se encontraron diferencias (p>0.05)

(Figura 17).

Comparaci6énde la germinaci6n de esporas de D. seriata BY06-3 en SM y CM

Para la cepa de D. seriata BY06-3 los andlisis de germinacién de esporas

mostraron una diferencia significativa (p<0.05) entre tratamientos (Figura 18).

Existiendo diferencias significativas de germinaci6én en presencia de madera (CM)

y en ausencia de madera (SM)a las 4, 6, 8, 12 y 24h. Alas 2 horas después de

la inoculacién, no ocurrié germinacién de esporasy porlo tanto, no se encontraron

diferencias significativas (p>0.05). A las 4 h se observéo un porcentaje de

germinacién de 6 % en SM y de 53 % en CM;a las 6 h el porcentaje fue de 40%

en SM y 64 % en CM;a las 8 h fue 60% en SM y 73% en CM; a las 12 h fue 67%

en SM y 80% en CM; y alas 24 hde 87% en SM y 97% en CM.
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Comparaciénde la germinacién de esporas de D. corticola SASI12-3 en SM

y CM

Los andlisis estadisticos de germinacién en la cepa de D. corticola SASI12-

3 no mostraron una diferencia significativa (p>0.05) en la germinacién entre

esporas hialinas y pigmentadas, sin embargo si hubo una diferencia significativa

entre tratamientos, es decir en CM y SM (Figura 19). A las 2 h después de la

inoculacién las esporas pigmentadas presentaron 60% de germinacion y las

hialinas un 43% en presencia de madera (CM), este fue el Unico periodo de tiempo

donde hubo diferencias significativas (p<0.05); en el mismo periodo, en el

tratamiento sin madera (SM) no hubo germinaci6n, sin importar el tipo de espora.

Después de 4 h de la inoculacién en CM las esporas pigmentadas presentaron

80% de germinacién y las esporas hialinas 76% de germinaci6n, mientras que en

el tratamiento SM las esporas pigmentadas presentaron 3% y las hialinas no

germinaron.A las 6 h despuésde la inoculacién en CM,las esporas pigmentadas

presentaron 86% de germinaci6n y las esporas hialinas 83%, en el tratamiento

SMlas esporas pigmentadas presentaron 20% las hialinas 16%. Alas 8h en CM

las esporas pigmentadas presentaron 90% de germinacisny las hialinas 93%, en

el tratamiento SM las esporas pigmentadas presentaron 46% las hialinas 43%.

No hubo diferencias significativas (p>0.05) en el porcentaje de germinacién de

esporas en los periodos de tiempo de 12 y 24 h no importandoeltipo de espora o

tratamiento aplicado.
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Figura 14. Comparacion de la germinacion de esporas pigmentadas de la cepa L. theobromae

UCD256Ma en MMV sin madera (SM) y con madera (CM). El analisis de ANOVA y de kruskal-Wallis
mostré una diferencia significativa (p<0.05) hasta las 8 h después de su inoculacién.
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Figura 15. Comparacion de Ia germinacién en esporas hialinas de la cepa L. theobromae

UCD256Ma en MMV sin madera (SM) y con madera (CM). El analisis de ANOVA y de kruskal-Wallis

mostré una diferencia significativa (p<0.05) hasta las 8 h, a las 12 y 24 h ya no se encontraron

diferencias.
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Figura 16. Comparacion de la germinaci6n entre esporas hialinas (H) y pigmentadas (P) de la

cepa L. theobromae UCD256Ma en MMV sin madera (SM). El analisis de ANOVA y de kruskal-Wallis

mostré una diferencia significativa (p<O.05) hasta las 8 h.
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Figura 17. Comparacién de la germinacién entre esporas hialinas (H) y pigmentadas (P) de fa

cepa L, theobromae UCD256Ma en MMV con madera (CM). El analisis de ANOVA y de kruskal-Wallis

mostré una diferencia significativa (p<0.05) hasta las 6 h.
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Figura 18. Comparacién germinacion de esporas pigmentadas para la cepa D. seriata BYO6-3 en
MMV con ausencia (SM) y presencia (CM) de madera. El andlisis de ANOVA y de kruskal-Wallis

mostré una diferencia significativa (p<0.05).
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Figura 19. Comparacién germinacion de esporas pigmentadas (P) y hialinas (H) para la cepa D.

corticola SAS\12-3 en MMV con ausencia (SM) y presencia (CM) de madera. El andlisis de los datos

indica diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05) pero no asi entre esporas hialinas y

pigmentadas (p>0.05) en prueba de ANOVA y de Kruskal-Wallis.
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Numerodehifas

Para la cepa L. theobromae UCD256Malos analisis estadisticos mostraron

una diferencia significativa en el ntimero de hifas producido por esporashialinas y

pigmentadas, siendo mayor el numero de hifas producidas por esporas

pigmentadas, no importando la presencia o ausencia de madera (Figuras 20, 21 y

22). Por otro lado, cuando se compararonlos tratamientos en esporas del mismo

tipo, las esporas hialinas mostraron diferencias, a las 8 h, en el numero de hifas

con respecto a la presencia o ausencia de madera en el medio, no encontrandose

diferencias a las 2,4 y 6h (Figura 23), y las pigmentadas no tuvieron diferencias

significativas en ningun periodo de tiempo (Figura 24).

La cepa de D. seriata BY06-3 presentdé diferencias en el numero de hifas,

siendo mayor el ntimero de hifas generado en el medio con madera (Figura 25).

La cepa de D.corticola SASI12-3 presenté diferencias significativas en el numero

de hifas con respecto al tratamiento, sin embargo no presento diferencias

significativas en el numero de hifas con respecto al tipo de espora (Figura 26).

Cuando se compararon las distintas cepas, L. theobromae UCD256Ma

obtuvo el mayor numero de hifas en comparacién con las otras dos cepas en

ambostratamientos (figura 20). Mientras que la cepa D. seriafa BY06-3 presenté

el menor numero de hifas en presencia de madera y D. corticola SASI12-3

presenté el menor numero de hifas en ausencia de madera.

 



16

14

12

10

N
u
m
e
r
o
de

hi
fa
s

56

 

 Baag  
 

S
M
-
H
-
U
C
D
M
a
2
s
6

S
M
-
P
-
U
C
D
M
a
2
s
6

C
M
-
H
-
U
C
D
M
a
2
5
6

C
M
-
P
-
U
C
D
M
a
2
5
6

S
M
-
B
Y
0
6
-
3

C
M
-
B
Y
0
6
-
3

S
M
-
H
-
S
A
S
I
1
2
-
3

S
M
-
P
-
S
A
S
I
1
2
-
3

C
M
-
H
-
S
A
S
!
1
2
-
3

C
M
-
P
-
S
A
S
I
1
2
-
3

0 Media
O MediatDE
T Media#1.96*DE

Figura 20. Promedio de nimerede hifas de acuerdo a fa cepa, tratamiento y tipo de espora.
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== SM-H-UCDMa266
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Figura 21. Comparacion def namero de hifas producidas a partir de esporas hialinas (H) y

pigmentadas (P) de la cepa £. teobromae UCD256Maen ausencia de madera (SM). Et analisis de

ANOVA y de kruskat-Wallis mostr6 diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 22. Comparacién del numero de hifas producidas a partir de esporas hialinas (H) y
pigmentadas(P) de la cepa L. fheobromae UCD256Maen presencia de madera (CM). El andlisis de
ANOVAy de kruskal-Wallis mostré diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 23. Comparacién del namero de hifas producidas a partir de esporas hialinas (H) de la

cepa L. theobromae UCD256Ma en ausencia (SM) y presencia (CM) de madera. EI analisis de

ANOVAy de keuskal-Wallis mostré diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 24. Comparacién del nimero de hifas producidas a partir de esporas pigmentadas (P) de

fa cepa L. theobromae UCD256Ma en ausencia (SM) y presencia (CM) de madera, El analisis de
ANOVAy de kruskal-Wallis no mostré diferencias significativas (p>0.05).

1.2 

1.0

0.8

0.6

0.4

N
u
m
e
r
o
de

hi
fa
s

0.2

 

   
2 4 6 8 == SM-BY06-3

=: CM-BY06-3
Tiempo(hrs)

Figura 25. Comparaci6n del de nimero de hifas producidas a partir de esporas de la cepa 0.

seriata BYOG-3 en ausencia (SM) y presencia (CM) de madera. Ef andlisis de ANOVA y de kruskal-

Wallis mostr6é diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 26. Comparacion del numero de hifas producidas a partir de esporas pigmentadas (P) y
hialinas (H) en la cepa D. corticola SASI12-3 en ausencia (SM) y presencia (CM) de madera. El
andlisis de los datos indicé diferencias significativas entre estos tratamientos (p<0.05) pero no asi
entre esporas hialinas y pigmentadas (p>0.05) en prueba de ANOVA y de kruskal-Wallis.

Biomasa

La cepa L. theobromae UCD256Maprodujo la mayor biomasa con un peso

promedio de 0.3724 + 0.0037 g en presencia de madera y 0.2708 + 0.0294 g en

ausencia de madera. La cepa de D. seriata BY0O6-3 registro un peso promedio de

0.2686 + 0.0176 g en presencia de madera y 0.2294 + 0.0163 g en ausencia de

madera. La cepa de D. corticola SASI12-3 registré la menor biomasa para ambos

tratamientos en comparaci6n con las otras cepas teniendo un peso promedio de

0.2619 + 0.0024 g en presencia de madera y 0.2230 + 0.0133 g en ausencia de

madera. No existieron diferencias significativas (p>0.05) entre las cepas SASI12-3

y BY06-3 en ambos tratamientos, pero se encontraron diferencias significativas

(p<0.05) con respecto a la cepa UCD256Ma(Figura 27).
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Figura 27. Biomasa producida por tres cepas de Botryosphaeria spp. en ausencia (SM) y
presencia (CM) de madera. Se encontraron diferencias signiticativas (p<0.05) para todas las cepas

cuando se compararon CM y SM.
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Microscopia confocal

En el analisis por microscopia confocal se observé la distribucién del

colorante vital de endomenbranas, FM4-64 en hifas vegetativas maduras, septos y

esporas. Para la cepa de L. theobromae UCD256Ma_ al observarlas hifas se

encontré fluorescencia en las puntas. Esta sefial se presentaba de maneraintensa

alrededor de la zona de Spitzenkérper (centro administrador de vesiculas), la

membrana celular, las endomembranas y con una ligera concentracién en el

citoplasma. La intensidad de la fluorescencia disminuyé hacia la zona sub-apical

hasta ser casi nula en zonas distales, los mismos resultados se obtuvieron para

las cepas de D. corticola SASI12-3 y D. seriata BYO06-3 (Figuras 28, 29 y 30

paneles A).

Posterior al analisis de las regiones apicales se analizo la distribucién del

FM4-64 en regiones distales, encontrandose que el colorante marco el sitio de

formacién de los septos,la fluorescencia se mantuvo en toda el area ocupada por

el septo, obteniendo resultados similares para las tres cepas (Figuras 28 y 30

paneles B, Figura 29 panelC).

Para la cepa de L. theobromae UCD256Ma, al observar esporas hialinas

se encontré fluorescencia de] FM4-64 en la membrana celular y ligeramente en el

contenido citosplasmatico. Sin embargo, al analizar la esporas pigmentadas estas

no mostraron fluorescencia (Figura 28, paneles C y D). Las esporas de la cepa de

D. seriata BY06-3 no mostraron fluorescencia (Figura 29 panel D). Porultimo las

esporas hialinas de la cepa de D. corticola SAS!I12-3 mostraron una alta

intensidad de sefial en membrana y contenido citoplasmatico (Figura 30 panel C),

conforme la espora se iba pigmentando era menorla fluorescencia presentada,

hasta desaparecer en esporas totalmente pigmentadas (Figura 30 paneles D y E)
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Figura 28. Microscopia confocal de la cepa de L. theobromae UCD256Matefida con FM4-64.
Panel A; la zona apical de una hifa madura, se observa una acumulacion de FM4-64 en Ia zona del
Spk; panel B; acumulacién de FM4-64 en septo y endomembranas de organulos; panel C; espora
hialina; panel D; espora pigmentada.
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Figura 29. Microscopia confocal de la cepa de D. seriata BYO6-3 tefida con FM4-64, Panel A y
B; zona apical de una hifa madura, se observa una acumulacion de FM4-64 en la zona del Spk;

panel C; acumulacion de FM4-64 en septo y endomembranasde organulos; panel D; esporas.
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Figura 30. Microscopia confocal de la cepa de D. corticola SASI12-3 tefida con FM4-64. Panel
A; zona apical de una hifa madura se observa una acumulacién de FM4-64 en la zona del Spk;

panel B; acumulacién de FM4-64 en septo y endomembranas de organulos; panel C; espora

hialinas; panel D; espora parcialmente pigmentada; panel E; espora pigmentada.
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Microscopia de Luz

EI! analisis por microscopia de luz no fue eficiente para la observacién del

proceso de penetracién de estas cepas ya que las esporas y sus hifas se perdian

durante los tratamientos aplicados para su visualizacion.

Microscopia de Epifluorescencia

En las observaciones de cortes transversales del tallo de vid, sin inocular,

se observo una diferencia en fluorescencia en los diferentes tejidos que componen

el tallo de vid. El parénquima medular, parénquima radial, xilema primario, xilema

secundario y floema secundario mostraron la mayorfluorescencia en comparacién

con los otros tejidos (Figura 31, panel A). Mientras que el tejido del cambium y

floema primario no mostraron fluorescencia (Figura 31, panel B). Los tejidos

esclerenquimaticosy las tilosas se observaron con unafluorescencia rojiza (Figura

31, paneles B y D).

Porotro lado, en las observaciones de cortes longitudinales de tallo de vid,

se observé una mayorfluorescencia en traqueas que enel resto delos tejidos, las

traqueidas mostraron un arreglo libriforme (Figura 31, panel F). Manteniéndoselas

condiciones de lo anteriormente sefialado paralos tejidos restantes.

Observaciones de la colonizacién de L. theobromae UCD256Ma en

tejido de vid

En el analisis por microscopia de epifluorescencia de cortes transversales

de madrera de vid inoculada con L. theobromae UCD256Ma, a las 12 h se

observo que las esporas no habian germinado sobre el tejido expuesto. Las

esporas hialinas presentaron fluorescencia mientras que las esporas pigmentadas
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no, también se captaron pequefias particulas de polvo del medio en que se

encontrabanlas plantas (Figura 32, panel A).

A las 24 h_ se observé germinacién en fa parte central de la espora con

crecimiento de hifas, que se dirigieron a las traqueas, traqueidas y floema, siendo

las traqueas los mas recurrentes sitios de entrada (Figura 32, paneles B, C, D y

E). A pesar de tener un sito de entrada cercano, las hifas no presentaron

direccionalidad aparente hacia algtn tejido. No se observé la formacién de

estructuras especiales para la colonizacién del tejido, ni degradacién o colapso de

la espora, tampoco se observ6 degradacién del tejido sobre el que se

encontraban creciendolas hifas. La totalidad de las esporas habian germinado en

este lapso de tiempo. El hongo se encontré distribuido mayormente en el xilema

secundario (Figura 32; paneles D y E), se observo la presencia de septos en las

hifas y ramificaciones que se extendieron a lo largo de todoel tronco; sin embargo

no se observaron diferencias en el diametro de las hifas (Figura 32, panel B). A las

48 h se observ6 un crecimiento extensivo en todo el tronco, hifas con diferentes

diametros, con un numero elevado de ramificaciones, entrando por traqueas

traqueidas y floema. Las esporas no se mostraron degradadas o colapsadas. Se

observé un mayor desarrollo de hifas en el area del xilema que en el floema

(Figura 33). En las traqueas se observla formaci6n de tilosas en los conductos.

El tejido parenquimatico medulary radial no fue degradadoo utilizado como medio

para la colonizacién de la planta, sin embargo para las 24 y 48 h se observe el

crecimiento sobre el mismo hasta llegaral tejido xilematico.

En cortes longitudinales a las 48 h, se observoa las hifas de L. theobromae

UCD256Ma_colonizando los conductos xilematicos, degradando las paredes de

los vasos y colonizandoel tejido adjunto. Enla figura 34 paneles A y B se observa

un halo negro alrededordela hifa, con un amplio dafio en la pared del vaso, est6

se interpreté como la degradacién de la celulosa, ya que este es el sustrato de

unién del calcofluor. También se observé degradacién y engrosamiento de las
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punteaduras para usarlas comositios de propagacién hacia las células vecinas.

En la figura 34 paneles C y D se observan hifas colonizando las células de las

traqueidas a partir de una traquea. Enla figura 34 panel D se observala invasion

del tejido parenquimatico a partir de una traquea colonizada, se observan

ensanchamientos en las punteaduras para su utilizacién como puentes de entrada

hacia las otras células.

Observacionesdela colonizacién de D. seriata BY06-3 en tejido devid.

En el anéalisis de los cortes transversales por microscopia de

epifluorescencia de D. seriata BY06-3 en tronco de vid, a las 12 h se observo a

las esporas no germinadas sobre el tejido expuesto, las esporas no presentaron

fluorescencia al teflirlas con calcofluor y también se captaron pequenasparticulas

de polvo del medio en que se encontraban las plantas. A las 24 h, varias esporas

no germinaron, y las que germinaron se observé su germinacién en la parte

central de la espora con crecimiento de hifas, hacia las traqueas y traqueidas,

siendo las traqueas los sitios de entrada mas recurrentes (Figura 35, panel A;

Figura 36, panel A). A pesar de tener un sito de entrada cercano, las hifas no

presentaron direccionalidad aparente hacia algtin tejido. No se observd la

formacién de estructuras especiales para la colonizaci6n del tejido, tampoco se

observé degradacion o colapso de la espora, ni degradacién del tejido sobre el

que se encontraba creciendo las hifas. Las esporas germinadas presentaron

pocas ramificaciones, de 2 a 3, con un crecimiento principalmente lineal sobre el

tejido hasta encontrar una abertura para penetrar dentro de la planta. Se observé

la presencia de septos en las hifas, no existiendo diferencias en el diametro de las

hifas generadas (Figura 35, paneles B y C). A las 48 h se observaron pocas

ramificaciones, de 4 a 6,y la colonizacién del tejido floematico (Figura 36, panel

C). No se observé degradacién o colapso de las esporas. En las traqueas se

observé la formacién de tilosas en los conductos (Figura 36, panel B). El tejido
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parenquimatico medulary radial no fue degradado o utilizado como medio para la

colonizacién de la planta, sin embargo para las 24 y 48 h se observo el

crecimiento sobre el mismo hasta llegar al tejido del xilematico.

En cortes longitudinales a las 48 h, se observé a las hifas de D. seriata

BY06-3 colonizando los conductos xilematicos; no se observé degradacion de las

paredes de los vasos o la colonizacién del tejido adjunto. En la Figura 37 se

observa a las hifas colonizando una traquea.

Observacionesdela colonizacion de D. corticola SASI12-3 en tejido de

vid

En el analisis de cortes transversales por microscopia de epifluorescencia

de D. corticola SASI12-3 en tronco de vid, alas 12 h se observé a las esporas no

germinadas sobre el tejido expuesto, las esporas hialinas presentaron

fluorescencia mientras que las esporas pigmentadas no. A las 24 h, se observé la

germinacionporla parte central de la espora con crecimiento de hifas, entrando en

traqueas, traqueidas y floema, siendo las traqueas los sitios mas recurrentes de

entrada (Figura 38, panel C). A pesar de tener un sito de entrada cercano,fas

hifas no presentaron direccionalidad aparente hacia algtin tejido. No se observo la

formacién de estructuras especiales para la colonizacién del tejido, ni degradacién

o colapso de la espora, ni degradacién del tejido sobre el que se encontraban

creciendo las hifas. También se observé que la mayoria de las esporas

germinaron para este lapso de tiempo, sin embargo no fueron la totalidad de las

mismas (Figura 38, panel B). Las esporas germinadas presentaron pocas

ramificaciones, se observé la presencia de septos en las hifas, no existiendo

diferencias en el diametro en las hifas generadas. Se observé la formacién de

tilosas en traqueas (Figura 38, panel A). A las 48 h se observaron un nivel de

ramificacién alto (Figura 39). No se observé degradaci6n o colapso de las esporas.
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En las traqueas se observé la formacién de tilosas en los conductos. El tejido

parenquimatico medular y radial no fue degradado o utilizado como medio para la

colonizacién de la planta, sin embargo para las 24 y 48 h se observe el

crecimiento sobre el mismo hasta llegaral tejido xilematico (Figura 38, panel D).

En cortes longitudinales a las 48 h, se observé a las hifas de D. corticola

SASI12-3 colonizando los conductos xilematicos; sin embargo, no se observé

degradacién de las paredes de los vasoso la colonizacién deltejido adjunto. En la

Figura 40 se observa a las hifas colonizando una traquea, sin embargo no se

observo una alta existencia de ramificaciones.
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Figura 31. Cortes transversales (A-D) y longitudinales (E-F) de tallo de vid sin inocular. A, tallo
de vid con diferencias de epifluorescencia entre los tejidos. B, floema, cambium y esclerénquima,
este ultimo de una tonalidad rojiza. C, parénquima medular. D, formaci6n detilosas (rojas) dentro
de traquea. E, parénquima medular. F, parénquimalibriforme en traqueidas. Barras de 50 pm.
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Figura 32. Cortes transversales de troncos de vid inoculados con esporas de la cepa L.
theobromae UCD256Maa las 12 h (A) y 24 h (B, C, D y E). A, esporas sobre tallo de vid, no se
observé germinacion, barras de 100 pm. B, hifa colonizando tejido floematico, el color del tejido

es rojo y oscuro por la presencia de lignina y una menor cantidad de celulosa. C, hifas entrando
por floema y xilema. D, hifas creciendo en el tejido xilematico, se observa que a pesar de la

cercania de las traqueas, las hifas no presentaron taxis hacia ellas. E, tejido xilematico, nétese

que las algunas hifas pasaron sobre las traqueassin entrar a ellas. Barras B-E de 50 pm.
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Figura 33. Cortes transversales de troncos de vid inoculados con esporas de la cepa L.

theobromae UCD256Maa las 48 h. A, amplia colonizaci6n del tejido xilematico y produccion de

ramificaciones de las esporas, hifas entrando por traqueas y traqueidas, asi como contaminacién
por parte de particulas del aire, las esporas pigmentadas no presentaron fluorescencia. B, se
observa a las hifas entrando por las traqueas y traqueidas del tejido xilematico, presentando

muchasramificaciones. C, se observa a las hifas colonizandoel tejido floematico. Barra de 50 pm.

Figura 34. Cortes longitudinales de troncos de vid inoculados con esporas de la cepa L.
theobromae UCD256Maa las 48 h. En A y B, se observa un halo negro alrededor de la hifa,

probablemente debido a la degradacion de la celulosa y un amplio dafo de la pared del vaso. C,
ensanchamiento y degradacién de las punteaduras para su uso comositios de entrada a otras
células, en este caso se observa al hongo invadiendo traqueida a partir de una traquea. D, invasion
de tejido parenquimatico a partir de traquea. Barra de 50 pm.
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Figura 35. Cortes transversales de troncos de vid inoculados con esporas de la cepa D. seriata

BYOG-3 a las 24 h. A, se observan tanto esporas germinadas como no germinadas (la mayoria)
sobreeltallo de vid Barra 50 pm. En B C, el hongo usando las traqueas comositio de entrada, se
observaron de 2 a 3 ramificaciones producidas por cada espora. Barras de 20pm.
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Figura 36. Cortes transversales de tronco de vid inoculados con esporas de la cepa D. seriata

BYO6-3 a las 48 h. A, espora sobre tallo de vid, se observo la hifa entrando por la traquea. B,

esporas germinadas utilizando las traqueas y traqueidas como sitio de entrada. Cada espora
produjo de 2 a 3 ramificaciones, en algunas traqueas se observo la presencia de tilosas. C, espora
germinada utilizando el floema comositio de entrada. Barras de 50 pm.
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Figura 37. Cortes longitudinales de troncos de vid inoculados con esporas de la cepa D. seriata

BYO6-3 a las 48 h. En panelesA, B y C, se observa la colonizaci6n de la traquea. No se observé
invasion de tejidos, ni degradacién de la pared celular del vaso. Barra de 50 pm.
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Figura 38.Cortes transversales de vid inoculados con esporas de la cepa D. corticola SASI12-3
a las 24 h. A, esporas germinadas sobre tallo de vid, en una de las traqueas, en color rojo, se
observa la formacién de tilosas. B, se encontraron esporas no germinadas o en proceso de
germinacion. C, esporas germinadasutilizando las traqueas como sitio de entrada, cada espora
produjo de 2 a 3 ramificaciones. D, espora sobre tejido parenquimatico medular se observa que
no hubo degradacioneneltejido, solo crecimiento. Barras de 50 pm.
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Figura 39. Cortes transversales de troncos de vid inoculados con esporas de la cepa D. corticola

SASI12-3 a las 48 h. A, esporas sobre tallo de vid, se observé colonizacién de traqueas y
traqueidas. B, hifas a partir de espora entrando por floema. C, esporas pigmentadas entrando por
floema, se observan varias ramificaciones producidas por una espora. Barras de 50 pm.
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Figura 40. Cortes tongitudinales de troncos de vid inoculados con esporas de la cepa D.
corticola SAS\1 2-3 a las 48 h. En A, By C, se observo fa colonizacion de la traquea sin embargo no

se observo invasi6n de tejidos, ni degradacion de la pared celular del vaso. Barra de 50 pm.
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Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Observaciones en SEM de L. theobromae UCD256Ma inoculada en vid

En el analisis por SEM de las muestras a las 24 h se observ6 claramente la

penetracion de las traqueas y traqueidas, asi como el uso de las punteaduras y su

degradacién para serutilizadas como medio de entrada para fa colonizacién de las

células adyacentes. También se pudo apreciar el colapso de las esporas, sin

embargo no en todas. Se observé la formacidon detilosas en la planta, aun con su

presencia, el hongo pudo ingresar buscando otros canales de entrada. No se

observ6 direccionalidad por parte del hongo hacia algun tejido, ya que este tendia

a crecer hacia dentro y hacia afuera de los vasos del xilema y a pesar de tener

cercano algun vaso no se observé desviacién delas hifas hacia ellos (Figura 41).

A las 48 h se observo un crecimiento extensivo sobre eltejido, una mayor

presencia de tilosas y la invasion de traqueas y traqueidas. Aunque se observé

crecimiento sobre el tefido parenquimatico medular y radial no se observé

desintegraci6n o dafio en el mismo (Figura 42).

Observaciones en SEM deD. seriata BY06-3 inoculadas en vid

En el analisis por SEM de las muestras a las 24 h se observo claramente la

penetracion de las traqueas y traqueidas, pero no hubo degradacién de paredes o

punteaduras para la invasién de otras células. No se observé direccionalidad de

las hifas hacia algun tejido, el hongo crecié hacia dentro y hacia afuera de los

vasos del xilema y a pesar de tener cercano algtin vaso no se observé desviacién

de las hifas hacia ellos. Se formaron pocas ramificaciones, en algunos casos las

hifas y las esporas presentaban colapso(Figura 43, paneles A y B).

 



81

A las 48 h hubo poco aumento en las ramificaciones del hongo eneltejido

expuesto, sin embargo en los vasos si se observ6 un aumento en las

ramificaciones y una tendencia a formar hifas hacia los extremos de los vasos

usando las punteaduras como sitios de anclaje y posiblemente para la

colonizacioén de las células adyacentes. Se observé la formacién de tilosas por

parte de la planta formando una barrera que impedia la entrada del hongo hacia el

interior de los conductos xilematicos. Aunque se observé crecimiento sobre el

tejido parenquimatico medular y radial no se observé desintegracién o dafio en el

mismo (Figura 43, paneles C y D).

Observaciones en SEM deD.corticola SASI12-3 inoculadas en vid

En el analisis por SEM de las muestras a las 24 h se observé claramente la

penetraci6n de las traqueas y traqueidas, sin degradacién de paredes o

punteaduras para la invasién de otras células. Nuevamente no se observé

direccionalidad por parte del hongo, que creciéd hacia dentro y hacia afuera de los

vasos dei xilema. Se observé una amplia ramificacién dentro de los vasos

xilematicos si la espora se encontraba dentro de alguno, no obstante si esta se

encontraba sobre el tejido xilematicos producia pocas ramificaciones (Figura 44,

panelesA y B).

A las 48 h se observo crecimiento dentro de las traqueas y utilizando las

traqueas comositios de anclaje para un mayor crecimiento. Aunque se observo

crecimiento sobre el tejido parenquimatico medular y radial no se observé

desintegracién o dafio en el mismo (Figura 44, paneles C y D).
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Figura 41. Cortes transversales de troncos de vid inoculados con esporas de la cepa de L.
theobromae UCD256Maa las 24 h.A, hifa entrando por punteadura para la colonizaci6ndel tejido
adyacente. B, hifa entrando por punteadura, se observa degradaci6nde la pared celular que rodea

el area de la punteadura. C, espora e hifas creciendo hacia dentro y fuera de la traquea lo que
indica una falta de direccionalidad. D, hifa a partir de espora colonizando traqueidas.
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Figura 42. Cortes transversales de troncos de vid inoculados con esporas de la cepa de L.
theobromae UCD256Maa las 48 h. A, hifas creciendo sobre parénquima medular, no se observa
degradacion o sitios de entrada. B, hifa entrando por traquea con tilosa, no se observa
degradacion de la pared celular de la tilosa. C, hifas entrando a traqueas. D, hifas entrando por
traqueas, se observa varias ramificaciones formadasa partir de la espora.
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Figura 43. Cortes transversales de troncos de vid inoculados con esporas de la cepa D. seriata

BY06-3 a las 24 h (Ay B) y 48 h (Cy D). En A B, espora generando hifas las cuales entran a
traquea y traqueidas. C, entrada de hifa bloqueada portilosa, no se observa degradacién de la

pared celular deIa tilosa. D, hifas entrando a traqueas, uso de punteaduras comositios de anclaje
parala colonizaci6n de las paredesde Ia traquea.
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Figura 44. Cortes transversales de vid inoculados con esporas dela cepa de D. corticola SASI12-
3 alas 24h (AyB) y 48h (Cy D).A,hifas entrando en traqueidas. B, espora geminada entrando y
produciendo hifas hacia dentro y fuera de la traquea. C, espora dentro de traquea colonizando el

vaso y utilizando las punteaduras como sitios de anclaje sin embargo no se observa dafio en la
pared celular. D, hifas entrando en traquea.
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Discusiones

 

El presente trabajo es el primero en estudiarla afectacién de crecimiento,el

numero de hifas, la biomasa y la germinacién en presencia de madera en el medio

de cultivo en especies de Botryosphaeria. Estas especies recientemente han

empezado a ganar importancia como patégenos de vid (Vifis vinifera) alrededor

del mundo, por consiguiente, el entendimiento de su biologia, epidemiologia,

modo de infeccién y desarrollo nos proveeran de informacién importante para la

implementaci6n de métodos quimicos, organicos y culturales para su control. Las

especies de Botriosphariaceae tienen una tendencia a infectar por medio de

esporas las heridas producidas durante la época de poda (Epstein ef a/., 2008).

Son pocos los estudios de los parametros fisicos que afectan fa

germinacién de las esporas, se acepta que la temperatura es uno deellos (Urbez-

Torrez et al, 2010). Se tiene reportado que el micelio de la mayoria de las

especies de Boitriosphariaceae crece a una temperatura optima entre 27° a 28°C

(Urbez-Torres et al., 2006a), mientras que para la germinacién de las esporasel

éptimo es entre 25° a 30°C (Urbez-Torrez et al, 2010, Kim et al., 2005). Basados

en los parrafos anteriores se aceptd 28°C como una temperatura idénea para

realizar los estudios de biometria de las esporas.

Los rangos de crecimiento radial analizados en el presente estudio

mostraron que de las tres cepas analizadas, L. theobromae UCD256Mafuela que

presenté el mayor crecimiento en ambos medios en comparaci6n a la cepa de D.

seriata BY06-3, que presenté un crecimiento intermedio, y D. corticola SASI12-3,

 



87

que tuvé un crecimiento bajo, coincidiendo con lo reportado por Urbez-Torres etal.

(2006). La cepa de L. theobromae UCD256Ma no presenté diferencias

significativas en crecimiento comparando los medios con madera y sin madera,

oponiéndosea lo reportado por L6pez-Zambrano y Hernandez-Martinez (2011) en

donde se comparanel crecimiento en medio minimo de Vogel con y sin madera,

esto puede ser debido a que estos autores partieron de micelio, mientras que en

el presente estudio se partié de esporas. Por su parte, las cepas de D. seriata

BY06-3 y D. corticola SASI12-3 fueron significativamente afectadas por la

presencia de madera en el medio, siendo esta ultima la que presenté mayor

diferencia. Adicionalmente, estudios previos en D. seriata reportaron un mayor

crecimiento y formacién de picnidios en presencia de madera (Amponsahefai.,

2008).

Los resultados de este estudio de la afectacién de lta germinacién,

mostraron que las esporas de la cepa de L. theobromae UCD256Mapresentaron

un porcentaje de germinacién mayor en el menortiempo en el medio con madera,

tanto para esporas hialinas como pigmentadas, coincidiendo con lo reportado en

esta especie en estudios de sintesis de RNAm in vitro e in vivo donde se concluye

que existe la sintesis de RNAm mas pesados cuando se presenta tejido vegetal

(Wenzler and Brambl, 1978). Las esporas pigmentadas fueron las que presentaron

un mayor porcentaje de germinacién, tanto en presencia como en ausencia de

madera, en comparacién a las esporas hialinas; esto difiere a lo reportado por

Urbez-Torres y et al. (2010), quienes observaron un mayor porcentaje de

germinaci6n en esporas hialinas que en pigmentadas, cabe mencionar que

aunque se utilizé la misma cepa para realizar dichos estudios estas fueron

inoculadas en condiciones y medios diferentes a los utilizados por Urbez-Torres y

colaboradores, lo que podria explicar la variacion significativa en la germinacion

de las esporas. Ellos sefialan que la pigmentacién en estas esporas podria ser

una consecuencia del envejecimiento mas que de maduracién de las mismas,el
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presente estudio revela lo contrario, sin embargo como el mismo Urbez-Torres

menciona aun faltan muchos estudios en este campo.

La cepa de D. seriata BY06-3 presentd ‘diferencias de germinacién

siendo hasta un 47% en comparaci6n a la germinacién en presencia de madera en

el medio. Urbez-Torres y colaboradores (2010) marcan una tasa de germinacién

de hasta un 80% a las 2 h de inoculacién, sin embargo en el presente estudio no

se observé germinaci6én en CM o SM endicho lapso de tiempo, lo cual pudo

deberse nuevamente a las condiciones de cultivo y la presencia de madera

usados aqui, ademas se ha reportado variacion de germinacién con respecto a ja

cepa utilizada, asi como el medio de cultivo empieado para su germinacién (Arauz

and Sutton, 1989), por lo que la capacidad de germinacién varia de cepa a cepa,

no importando que hayansido aisladas de el mismositio geografico (Phillips et at,

2007, Urbez-Torrez eta/., 2010).

La cepa de D. corticola SASI12-3 no presentd diferencias significativas en

germinacién entre esporas hialinas y pigmentadas, sin embargo, si presentd

deferencias significativas de germinacion entre tratamientos en madera (CM)y sin

madera (SM). En CM, a las 2 h de inoculacién se observé hasta un 60% de

germinacién mientras que en SM no se observé germinacién. Los datos obtenidos

en CM sonsimilares a los reportados por Urbez-Torres y colaboradores (2010) en

PDA a 30°C.

Los resultados obtenidos aqui muestran a las esporas pigmentadas de L.

theobromae UCD256Ma como las que presentaron un mayor porcentaje de

germinacién en el menor tiempo en presencia de madera, seguida de D.corticola

SASI12-3 y por ultimo D. seriata BY06-3, estos resultados fueron similares a lo

observado en microscopia de epifluorescencia al observar la germinacién de

esporas a 24 h sobre tronco devid.
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Con respecto al numero de hifas producidas a partir de esporas, la cepa de

L. theobromae UCD256Ma presenté un mayor numero de hifas en presencia de

madera, coincidiendo con lo reportado por Lopez-Zambrano y Hernandez-Martinez

(2011), quienes realizaron un estudio del indice de ramificaciones a partir de

micelio en medio minimo de Vogel con madera (MMVM)y sin madera (MMV). Las

diferencias en numero de hifas entre esporas hialinas y pigmentadas sugiere una

diferencia en su expresién genética, en otros estudios se ha reportado a las

esporas hialinas como uninucleadas y a las esporas pigmentadas como

multinucleadas (Uduebo, 1975, Van Niekerk ef a/,, 2004, Abdollahzadeh et ai,

2010).

La cepa de D. seriata fue la que presenté el menor numero de hifas en

comparacién a las otras dos cepas, sin embargo, el nimero fue mayor cuando se

encontraba presente la madera en el medio. Esto ya se ha reportado con

anterioridad en otros estudios, que cuando se agregdé celulosa se encontré un

mayor numero de hifas que ensu ausencia (Cobosefa/., 2010). Por su parte D.

corticola fue la mas afectada porla presencia de madera en el medio produciendo

diferencias altamente significativas entre ambos tratamientos.

Anteriormente se reporté una mayor produccién de biomasa en MMVM que

en MMV para la cepa de L. theobromae UCD256Maa partir de micelio (L6épez-

Zambrano and Hernandez-Martinez, 2011), y se obtuvieron resultados similares a

los del presente estudio, sin embargo hubodiferencias en la cantidad de biomasa

obtenida en el mismo periodo de tiempo, esto pudo deberse a que la espora

presenta un periodo de dormancia y vias de sefializacion diferentes para el inicio

de la germinacién que para el crecimiento (Van Etten et a/., 1972). En D. seriata se

ha reportado que al agregar celulosa al medio se provoca un aumento en la

generacién de biomasa, en comparacién a los medios sin celulosa (Cobos etai.,

2010), coincidiendo con los datos obtenidos. D. corticola present6 una mayor
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biomasa en presencia de madera, sin embargo, en comparacién con la otras

cepas fue la que menor biomasa produjo.

En el estudio de las esporas usando microscopia confocal se observé la

ausencia de lipidos en la cubierta de las esporas pigmentadas, debido a que el

FM4-64 es un colorantelipofilico y no se observé fluorescencia (Bolte ef al., 2004).

En el caso de las microscopias por calcofluor no se observe fluorescencia en las

esporas pigmentadas de ninguna de las cepas,el sustrato de unién del calcofluor

son la celulosa y la quitina (Galbraith, 1981, Broach ef a/., 1997). Actuaimente, no

se tienen reportes en cuanto a la composicién de las esporas, sin embargo, se ha

observado la existencia de una capa externa que no se forma a partir del

envejecimiento de la primera (Uduebo, 1975), por otro lado en microscopia

electrénicas de transmision se ha observado una capa externa de material

electrodenso posiblemente formado de carbohidratos (Cedefio etal., 1996), lo cual

explica la ausencia de fluorescencia, tanto con FM4-64 como con calcofluor.

En las microscopias de epiflorescencia se observé una clara diferencia de

fluorescencia en los tejidos. En estudios de fluorescencia del floema y xilema en

Vitis vinifera (Aloni and Peterson, 1991), sefialan la falta de fluorescencia en

floema secundario, cambium y esclerénquima mientras que el xilema y el floema

secundario presentaron fluorescencia. La unién de calcofluor con la celulosa

(Galbraith, 1981, Broach et a/., 1997), destaca la falta de esta molécula en los

tejidos sin fluorescencia. Mientras que los tejidos donde se encontré fluorescencia

coinciden con los reportes de celulosa presentada en estos tejidos, siendo de un

47% en xilema, 32 % en floema y 34 % en parenquima (Thornber J. P. and

Northcote, 1961). La autoflorescencia de la lignina (360 ems / 220 exc) ha sido

reportada en varios estudios (Albinsson ef a/., 1999, Machado ef al, 2001),

coincidiendo con la longitud de onda utilizadas en el estudio y la composicién de

la pared celular en Vifis vinifera que se ha reportado que tiene una mayor
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concentraci6n de lignina en esclerénquima y tilosas (Sun et al, 2006) lo que

coincide con lo observado enel presente estudio.

Por otro lado en las microscopias de epiflorescencia y electrénica ninguna

de las cepas estudiadas presentdé estructuras para la penetracién deltejido, esto

coincide con lo reportado en B. dothidea en manzana que no formdé apresorios

cuando se encontraba cercano o sobre una herida y en su crecimiento hacia la

herida (Kim ef a/., 1999), sin embargo en el presente estudio no se presenté

direccionalidad hacia algtin tipo de tejido de la planta, tal vez porque la inoculacion

se hizo directamente en heridas de provocadas.

Urbez-Torres y colaboradores (2010) reportaron para B. dothidea un 90%

de germinaci6n a las 4 h en PDA a 25°C, mientras que Kim y colaboradores en

1999 para esta misma especie en manzana en un periodo de 9 h a 25°C no

reportaron una germinacién completa, esto coincide con comportamiento en este

estudio ya que en condicionesin vitro en presencia de madera, en un periodo de

12 h se obtuvo entre un 80 a un 100% de germinacién en las tres cepas

estudiadas, mientras que en estudios in vivo en el mismo periodo de tiempo no se

observ6 germinacién. Se ha aceptado que el tallo es el tejido conductor y

reservorio de compuestos antimicrobianos (Agrios, 2005), en Vitis vinifera se

reporta la existencia de proteinas relacionadas a patogenicidad, fitoalexinas, y

otros compuestos antifiingicos que se liberan como resultado del estrés (Ferreira

et al,, 2006) los cuales pudieron haberinfluido en la germinacién de las esporas en

heridas de vid.

En las observaciones en microscopia de epiflorescencia y electronica a las

24 y 48 h se observo una tendencia marcada enlas tres cepas porutilizar como

sitio de entrada preferente las traqueas, en segunda instancia las traqueidas y

muy pocasveceselfloema. El uso de las traqueas y traqueidas por L. theobromae

como forma preferencial de invasion y colonizacién en plantas ha sido reportado
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en pino (Cedefio et al., 1996), 4lamo (Encinas and Daniel, 1997), anacardo (Muniz

et al., 2011) y arbol del caucho (Encinas and Daniel, 1997). Para D. seriata se

observe una colonizacién mayor de traqueas y traqueidas, y en estados

avanzados de la enfermedad se le ha observado colonizado el floema (Biggs and

Britton, 1988); en el presente estudio se observé queal inicio de esta interaccién

el floema es también utilizado comositio de acceso, sin embargo, no se observé la

progresion de la misma en cortes longitudinales. Cabe destacar que este el primer

reporte de fa interaccién inicial de la colonizacién de Vifis vinifera para L.

theobromae, D. seriata y D. corticola.

Pruebas de patogenicidad en Vitis vinifera han mostrado a L. theobromae

como un patégeno altamente virulento, provocando el mayor dafio en tejido en

comparaci6n con otras especies de la familia Botriosphariaceae (Candolfi, 2009,

Urbez-Torres and Gubler, 2009), esto coincidi6é con las observaciones realizadas

para la cepa de L. theobromae UCD256Ma que presenté un mayor crecimiento

sobre los troncos de vid en comparacién con D. corticola SASI12-3 y D. seriata

BY06-3, coincidiendo con lo obtenido en las pruebas biométricas.

De misma forma las observaciones a 48 h, mostraron fluorescencia en las

hifas del hongo, debido a la unién del calcofluor con la quitina de la paredes

celulares de las hifas (Broach et a/., 1997), pero los halos oscuros alrededorde las

mismas denotaron la degradacién de la celulosa, el sustrato de unién del

calcofluor, lo que muestra que existe la produccion de celulasas en las puntas de

las hifas desdeel inicio de la interaccién hongo-planta. También se observé la

degradacién de la pared de los vasos xilematicos e invasiédn de las células

parenquimatosas. Este mismo comportamiento fue observadoen Ia interaccion de

L. theobromae con anacardo (Muniz ef a/., 2011) y ya se ha reportadola existencia

de unaalta produccion de celulasas por parte de L. fheobromae (Umezurike, 1970,

Porntip et a/., 2010). La celulosa es la primera linea de defensa de la planta

(Schafer, 1994), siendo este el componente el que se encuentra en mayor
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cantidad en la pared celular deltejido xilematico (Francis W.M.R, 2007). Un hongo

patogéno en plantas puede ser reconocido por la produccién de un amplio rango

de enzimas extracelulares capaces de degradar la pared celular (Lehtinen, 1993),

las celulasas son enzimasvitales para llevar a cabo la penetracién y obtencién de

nutrientes para el soporte del crecimiento flingico por lo que son consideradas

factores de patogenicidad (Novo ef af, 2006, Agrios, 2005). Por fo tanto, la

produccién de celulasas por L. theobromaealinicio de la interacci6n hongo-planta

destaca la falta de una fase endofitica de este hongo en Vitis vinifera. Cabe

resaltar que esto no puede ser extrapolado a otras especies de plantas sin previos

estudios, ya que se ha reportado a L. theobromae como endofito de otras especies

(Rubiniet a/., 2005, Pandi M. et a/., 2011).

La microscopia de epifluorescencia y electrénica de barrido muestran a D.

seriata en cortes longitudinales y transversales a las 24 y 48 h, en los cuales no se

observ degradacidéndeltejido, sdlo crecimiento y una mayor ramificacion en los

vasos xilematicos de V. vinifera. Cobos y colaboradores (2010), al analizar el

proteoma de D. seriafa obtuvieron un total de 75 proteinas de las cuales 12 estan

implicadas como factores de patogenicidad, por lo que se puede aseverar que

este hongotiene la capacidad de presentar una fase patogénica; sin embargo, no

es posible compararlo con L. fheobromae el cual present6 93 tipos de proteinas de

alto peso molecular al estar in vivo (Wenzler and Brambl, 1978). Esto apoya a la

idea planteada por Taylor (2005) que dice que D. seriata tiene la capacidad de

penetrar y sobrevivir en una planta como enddfite o sapréfito, con capacidad de

convertirse en un patégeno.

En las microscopias de epifluorescencia y electrénica de barrido de D.

corticola en cortes longitudinales y transversales a las 24 y 48 h, no se observo

degradacién del tejido, sélo crecimiento y ramificacidn dentro del xilema

colocaéndolo mas como un endéfito que como un patégeno. Esto coincide con lo

reportado por Candolfi en 2009 quien reporta a esta especie comola que presentd
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el menor porcentaje en produccién de enzimas en comparacién con otras especies

de Botryosphaeria. Por otro lado, Urbez-Torres y colaboradores en 2009 y 2011

reportan a D. corticola como un agente causante de enfermedad en vid, al haber

realizado pruebas de patogenicidad en vastagos de diferentes cultivares, el origen

de las cepas pudo habersido la causa delas discrepancias halladas.

La microscopia electrénica de las tres cepas corrobora el uso de traqueas

como sitio preferente para colonizacién de la planta. De la misma forma no se

encontr6é degradacién del tejido parenquimatico, en cortes transversales; sin

embargo, en el caso de L. theobromae a las 24 h se observé su capacidad de

degradar tejido xilematico y a las 48 h la invasion y degradacién del tejido

parenquimatico, siendo mas lento el avance y degradacién del mismo en

comparacién conel tejido xilematico. Se ha reportado un comportamiento similar

para D. seriata en durazno donde se describe que la colonizacion de los vasos del

xilema se presenté 7 dias después de su inoculacién, mientras que la colonizacion

del tejido parenquimatico se present6 después de 28 dias (Biggs and Britton,

1988),

La formaci6n de tilosas coincidié con lo reportado con Sun y colaboradores

en 2006, este sistema de defensa es eficiente al proveer resistencia a la

degradacién por los hongos, reportandose que 6 dias después de haber

provocado una herida, entre el 60 y 80% de los vasos han sido bloqueados por

tilosas. Sin embargo la capacidad de estos hongos de encontrarsitios de entrada

independiente de traqueas le confiere una gran habilidad para colonizacién de vid

y esta de acuerdo con lo reportado por Urbez-Torres y Gubler (2011) quienes

sefialan que el tiempo de sensibilidad a infeccién en heridas de podaes entre los

42 y 36 dias.

En microscopia electronica se observé el uso de punteaduras comositio de

entrada a otros tejidos por la cepa de L. theobromae UCD256May la degradacién
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de las mismas por las enzimas del hongo. Este mismo comportamiento fue

reportado por Muniz y colaboradores ( 2011) en anacardo. Porotro lado, Cedefio y

colaboradores en 1996 analizando la interaccién de L. theobromae con pino,

observaron que L. theobromae presenta dostipos dehifas, divididas de acuerdo a

su diametro y a los depdsitos tipo melanina alrededor de ellas. Sin embargo, en el

presente estudio no se observaron diferencias en el diametro o en la pigmentacién

de las hifas generadas, esto posiblemente se debid a que sdlo se observé el

estado inicial del desarrollo de L. theobromae. Cedefio y colaboradores también

reportaron que la direccionalidad de L. theobromae esta basada en los

requerimientos nutrimentales; sin embargo, las observaciones realizadas, en el

presente estudio, no muestran la existencia de una direccionalidad ya que las hifas

tendian a crecer hacia dentro y fuera del tejido y no mostraban direccionalidad

hacia algtin tejido en particular.
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vi

 

Conclusiones

 

Enlas tres cepas analizadas, la tasa de crecimiento fue significativamente

mas alta cuando habia presencia de madera en el medio de cultivo. La cepa de

Lasiodiplodia theobromae UCD256Mafue la que presenté los valores mas altos,

seguida por Diplodia seriata BY06-3 y Diploidia corticola SASI12-3.

En todas las cepas analizadas, el niimero de hifas a partir de espora fue

mayor cuando habia presencia de madera en el medio de cultivo. La cepa de

Lasiodiplodia theobromae UCD256Mafue la que presentd los valores masaltos,

seguida por Diploidia corticola SASII2- 3 y finalmente Diplodia seriata BY06-3 que

presentd los valores mas bajos.

El porcentaje de germinacién de todas las cepas fue mayor cuando habia

presencia de madera en el medio de cultivo. La cepa de Lasiodiplodia theobromae

UCD256Ma fue la que presenté los valores mas altos, seguida por Diploidia

corticola SASII2- 3 y Diplodia seriata BY06-3.

La biomasafue significativamente mas alta para las tres cepas, cuando

habia presencia de madera en el medio de cultivo. Siendo la cepa de Lasiodipiodia

theobromae UCD256Ma la que presentdé los valores masaltos, Diplodia seriata

BY06-3 present6 valores intermedios y Diploidia corticola SASI12-3 presento los

valores mas bajos.
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Las esporas pigmentadas no se tiferon con FM4-64 ni con calcofluor, lo

que indica que no existe la presencia de lipidos o quitina en la recubierta de estas

esporas.

No se encontré direccionalidad de las hifas hacia algtin tejido en particular

de vid, siendo el floema, las traqueidas y las traqueas los sitios de penetracién

utilizados, las traqueas fueron las mas recurrentes.

Lasiodiplodia theobromae UCD256Ma aparentemente no presenté fase

endoéfita en vid, ya que degrad6 la pared celular y coloniz6 tejido parenquimatico al

inicio de la interaccién planta-patdgeno. Por otro lado, Diplodia seriata BY06-3 y

Diploidia corticola SAS|12-3 presentaron una fase endofita al inicio de la

interaccién planta-patégeno ya que no hubo degradacién de las paredes

celulares.
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Anexo |

TINCIONES

Safranina al 0.1%.

Safranina......... cc ceeeceseeseseesseeees 0.1g
Alcohol al 95%........ccccccceeeeeeeee 100 ml

Mezclar todo en un frasco y agitar hasta que homogenice. Mantener en un lugar
fresco.

Azul de metileno

Azul de metileno..................... 5ml
Alcoholetilico al 96%................20mi
Mezclar todo en un frasco y agitar hasta que homogenice. Mantener en un lugar
fresco.

 

Fast Green

Fast Qreen......... se. ceeeeeeeeeeeeeeeee 0.5 gr
Alcoholetilico al 95%.................. 50 ml
Aceite de clavo............cccceeceeeee 50 mi

Mezclar todo en un frasco y agitar hasta que homogenice. Mantener en un lugar
fresco.

Azul de alcian

Acido acético 100%...15ml
Agua destilada..................008485ml
Azul de alcian...............ce 5 gr

Mezclar todo en un frasco y agitar hasta que homogenice. Mantener en un lugar
fresco.

Calcofluor White stain (fluka)

KOH 10%... cceccccceeseceeeeeeeees 0.5 ml
Calcofluor............cccccceseeeeeee 0.5 ml

Mezclar en un tubo eppendorf con pipeta hasta que la coloracién cambie a
morado. Mantener en un lugar fresco.
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Calcofluor White stain (fluka)

KOH 18%.ceeeseeseeeeeeceteeeees 100 mi
Calcofluor............cee 0.1 gr

Mezcilar en un frasco estéril y mantener en agitacién por 1 hr, posteriormente
pasarporunfiltro de 0.5 um para quitar impurezas. Mantener en un lugar fresco.

ANTI-BACTERIAL

Cloranfenicol 10 mg/m!

Cloranfenicol............::..:08 2gr
Etanol 96%...eeeenrere 200 mi
Filtro 0.2 um

Disolver el cloranfenicol en el etanol. Esterilizar por medio defiltracién a través de
un filtro de 0.2 um. Poner en frasco estéril y mantener a 4 °C.

Tetraciclina

Tetraciclina.............:cee eee 2.5 gr
Etanol 70%...eects 100 ml
Filtro 0.2 um

Disolverel cloranfenicol en el etanol. Esterilizar por medio defiltracién a través de
un filtro de 0.2 im. Poner en frasco estéril ambar o cubrir con aluminio y mantener
a4°C.

FIJADORES

FAA

Formaldehido al 37%...5mi
Acido acético glacial................. 5mi
Alcoholetilico al 50%.................90m!

Mezclar todo en un frasco y agitar hasta que homogenice. Mantener en un lugar

fresco.
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Reactivo de karnovsky

a) Solucién stock:

 

Paraformaldehido...............-...cccteeeeeeee 2 gr.

Hidréxido de sodio 1M.... ...2a4 gotas
Glutaraldehido 50%...eects 5m!

Buffer de cacodilato 0.2 M (pH7.4)......... 20 ml

Mezclar el paraformaldehido con 25 ml de agua destilada en un matraz
Erlenmeyer de 125 mi y calentar a 60°C hasta que empiece a soltar vapor.
Agregarel hidréxido de sodio y agitar hasta que la solucién se aclare. Enfriar la
soluciény filtrar. Agregar el glutaraldehido y el buffer 0.2 M. el rango de pH debera

estar de 7.2.a7.4.

b) Buffer de cacodilato de sodio:

Cacodilato de sodio............ee 4.28 gr. (0.1M) 0 8.56 (0.2M)
Cloruro de calio.............:eceeees 25 gr.
Acido clorhidrico 0.2 Nw...ee 2.5 ml
Agua destilada................cece 200 ml

Mezclartodo lo anterior y ajustar el pH a 7.4 con HCL.

c) Solucién de trabajo:

Diluir la solucién stock 1:4 (500 mOsm) y 1:2 (700 mOsm) en buffer de cacodilato
al 0.1M, poneren frascos, etiquetar y fechar. Mantener en refrigeracion.

Nota: altamente toxico y cancerigeno.

BUFFERS

Hidréxido de potasio al 10% y 15%

A un matraz aforado de 100 ml agregar 10 o 15 gr de KOH aforar con agua
destilada.

Buffer de Fosfatos 0.2M pH 7.2
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a) Solucién A

inO)31.2 gr.

Agua destilada.................05 1000m!

b) Solucién B

Na@gHPOg.....ee eeeeee renter 53.61 gr.
Agua destilada...............0..05 7000ml

c) Mezcla para la obtencién de Buffer

SoluciOn Au... cccceccc cee cee eee62.5%
SoluciOn B....... 0... ccceccs eee ee eens37.5%

Nota: para ajustar del pH use NaOH y H2PO,

MEDIOS DE CULTIVO

Agar-agua

Xe:10 grs
Agua destilada............ 500 ml
Mezclar en un frasco PYREX de 1000 ml y colocar en autoclave a 120°C y 15 atm
de presion por 20 min para esterilizar.

Medio minimo de Vogel

Sales de Vogels 50 X (2%) .........cecceeeeeeeee 10 ml
Xeee10 gr
SACALOSA.. cece cece tee cee ene eee eee ana eeenaees 10 gr
Agua destilada......... cee ceeeeeenseeeeeeeeeenes 500 ml
Mezclar en un frasco PYREX de 1000 ml y coloque en autoclave a 120 °C y 15
atm de presi6n por 20 min para esterilizar.

Medio minimo de Vogeis Madera

Sales de Vogels 50 X (2%)..........seeceeseeeees 10 mi
Ne:ere10 gr
SACALOSAL..oeeee cee ee eee eee eee eee er eeeee 10 gr
Madera molida................ccceeee cece ece cence eens 5 gr
Agua destilada.............0ccccececcccecseeeeerenes 500 ml
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Corte pequefios pedazos de madera y coléquelos en unalicuadora, para molerlos.
Tamice el molido por luz de malla 1.6 mm. Mezcle conlos otros ingredientes en
frasco PYREX de 1000 ml y coloque en autoclave a 120 °C y 15 atm de presién
por 20 min para esierilizar.

Sales de Vogel 50X

  

Citrato de Sodio...eect eee ees 15 gr
Fosfato de potasio monobasico............... 25 gr
Nitrato de aMonio................::cceceeteeeen eee 10 gr

Sulfato de magnesio anhidrido................ 1gr
Cloruro de calcio anhidrido......... .. 0.5 gr
Elementos traza................:00 ... 500 pl
Biotina (0.1 mg/ml)............0..8. .. 250 ul
Cloroformo...........cccceeeeeeneneee rece ee: vecsveee 200 ul
Mezclar todo en un frasco de 250 mi, mantener en agitacién por un periodo de 12
h.

Elementos traza para sales de Vogel

Acido citrico monohidratado........00....cccccceeceees 5 gr
Sulfato de zinc heptahidratado............0 ee. 5 gr

Sulfato de amonio ferroso sextahidratado............ 1 gr
Sulfato de cobre monohidratado.................064 0.25 gr
Sulfato de manganeso monohidratado..........S ... 0.05 gr
Acido trioxoboérico anhidrido..................

   

 

Molipdato de sodio dihidratado.............000 0.05gr
CIOPOFOFMO...0 2... cece eects cence eee eee ene eeeeue eee eee renee imi
Agua destilada...... 0... ce ccccee cee eee cee eee eee eneeeneneaee 100 mi

Mezclar todo en un frasco de 250 mi, mantener en agitacién por un periodo de 12

h.

 


