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Hongos endéfitos asociados al cultivo de la vid (Vitis vinifera L.) en la zona viticola de Querétaro

Endophytic fungi associated with the cultivation of common grape vine (Vitis vinifera L.) in the wine-
growing area of Queretaro

Santiago-Mendoza A., Leyva-Mir S.G., Bolafios-Espinoza A. y Tovar-Pedraza J.M.

RESUMEN. El objetivo de este estudio fue determinar la
diversidad de hongos enddfitos asociados a diversas
variedades de vid producidas en Querétaro. Se
obtuvieron 50 aislamientos de hongos provenientes de
muestras de hojas de vid, de dos municipios del estado
de Querétaro. Posteriormente los aislamientos se
identificaron mediante el analisis de secuencias ITS del
ADNr. Adicionalmente, se realizaron pruebas de
patogenicidad y se evalud la velocidad de crecimiento
de los aislamientos. El 50 % de los aislamientos
pertenecieron a Alternaria alternata y estas se
encontraron en las var. Malbec, Cabernet Sauvignon,
Chenin blanc y Moscatel; el 33 % se identificaron como
Phoma sp., y estas se detectaron en las var. Malbec,
Merlot y Chardonnay; y el 16 % pertenecen a la
especie P. glometara y se obtuvieron a partir de las var.
Chardonnay y Moscatel. Las pruebas de patogenicidad
se realizaron con las especies de Phoma sp. y P.
glomerata ya que estos hongos estan reportados como
endofitos, los resultados indicaron que estos hongos no
producen dafio en frutos inoculados, solo hay invasién
de micelio en las partes lefiosas, es decir, en los raquis.
Por otra parte también se detect6 la presencia de
patdégenos de la vid, tales como Botrytis sp. y Rhizopus
stolonifer. La velocidad de crecimiento de Phoma sp. y
P. glomerata fue similar en las pruebas de
patogenicidad, encontrandose que no hubo diferencias
significativas.

Palabras clave: Endéfitos, PCR, Phoma sp., P.
glomerata, Vid.

ABSTRACT. The objective of this research was to
determine the endophytic fungi diversity associated to
several varieties of common grape vines produced in
Queretaro State. Fifty isolates of fungal strains were
made from leaf vine samples obtained in two counties in
Querétaro State. Subsequently the isolations were
identified by ITS sequences analysis of DNAr.
Additionally, pathogenicity tests were performed and the
growth speed of the isolates was evaluated. 50 % of the
isolations belonged to Alternaria alternata, and were
found in the varieties Malbec, Cabernet Sauvignon,
Chenin blanc and Muscat; 33 % were identify as species
Phoma sp., end were detected in the varieties Malbec,
Merlot and Chardonnay; and 16% belonged to the
species P. glometara and were obtained form the
cultivars Chardonnay and Muscat. Pathogenicity tests
were made in Phoma sp. and P. glomerata. since this
species are reported as endophytic, the results indicated
that this fungi do not damage the infected fruits, just the
mycelia invade the woody parts, i.e., in the rachis. Also,
the presence of vine pathogens, such as Botrytis sp. and
Rhizopus stolonifer, was found. The growth speed of
Phoma sp. and P. glomerata was similar in the
pathogenicity tests, no significant differences were
found.

Keywords: Endophytic, PCR, Phoma sp., P.
glomerata, common grape vine
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I.  INTRODUCCION
Los hongos endofitos habitan érganos vegetales que colonizan los tejidos internos

sin causar sintomas visibles de la enfermedad (Petrini, 1991). Se han detectado
mas de 100 taxones de endofitos (Stone, 2004).

Pueden interactuar con sus hospedantes mejorando su crecimiento, resistencia al
estrés ambiental y resistencia ante otros patdogenos (Faeth y Fagan 2002).
Bisseger, (1994), menciona que los microorganismos endofitos juegan un papel
clave en las interacciones antes de la activacion de la enfermedad, pueden inducir
mecanismos de resistencia sistémica y la expresion de genes de defensa contra el
ataque de ciertos patdgenos con sus hospedantes, todos los taxones capaces de
penetrar y colonizar los tejidos vegetales, solo una pequefia proporcion pueden
causar enfermedad (Arnold et al., 2003).

A finales del siglo XIX, varios cientificos europeos describieron la presencia de
micelio fungico en los carpelos y semillas de plantas sanas de Lolium arvense, L.
linicolum, L. remotum y L. temulentum. La cizafia (L. temulentum) ya era conocida
como una mala hierba en cultivos de cereal en la antigledad que poseia
propiedades toxicas que con el descubrimiento de los endoéfitos fueron atribuidas
al micelio fungico. Estudios realizados sobre el hongo endoéfito de L. temulentum
demostraron que este hongo se transmitia por semilla, ya que sus hifas
penetraban en el embrion antes de que las semillas maduracen, y tras la
germinacion el hongo coordinaba su crecimiento con el de los tejidos de la planta,
llegando a colonizar los meristemos laterales y después las inflorescencias. A
principios de 1930 investigaciones realizadas en los Estados Unidos y Canada
demostraron la relacion entre los enddfitos y la toxicidad de L. temulentum para el
ganado (Carroll, 1986).

La diversidad, el papel ecoldgico, la diversidad, la distribucion o la influencia de
estos hongos en el desarrollo y/o la prevencion de ciertas enfermedades fungicas
es aun incompleto. Mostert et al. (2000), investigaron el tipo de comportamiento
de Phomopsis viticola (agente causal de excoriosis la vid), sus resultados

demostraron que algunos aislados de P. viticola se comportaron como patdogenos
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primarios, mientras que otros actian como verdaderos endofitos. Se ha estudiado
la diversidad enddfita de la vid, centrdndose sobre todo en los tejidos vasculares
de las plantas jovenes (Carroll, 1986).

No existe informacidén sobre las comunidades de hongos endofitos, en el cultivo
de la vid de la region viticola del estado de Querétaro. La informacion que se tiene
disponible se centra en la caracterizacién y control de patdégenos asociados al
cultivo, describiendo técnicas de control y prevencion para el control de plagas.

En el presente trabajo se investigd la diversidad de especies de hongos
endofiticos asociados a variedades de vid de uso comercial de los municipios de
Ezequiel Montes y Tequisquiapan pertenecientes al estado de Querétaro, que
pueden ser usados como antagonistas de algunas plagas de la vid.
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ll.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

% Hay presencia de hongos endéfitos asociados al cultivo de la vid en la zona
comercial viticola del estado de Querétaro y estas especies varian de

acuerdo a la region de muestreo.

OBJETIVOS

% Determinar la presencia de hongos endofitos asociados al cultivo de la vid
(Vitis vinifera L.) en viiledos comerciales proveniente de los municipios de
Ezequiel Montes y Tequisquiapan en el estado de Querétaro.

% ldentificar mediante técnicas moleculares a los hongos endéfitos que se
encuentran presentes en el material vegetal colectado en los municipios de
Ezequiel Montes y Tequisquiapan en el estado de Querétaro.

% Determinar si existe patogenicidad de los hongos endéfitos identificados,

para ser propuestos como posibles antagonistas de fitopatégenos de la vid.
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.  REVISION DE LITERATURA

3.1. Cultivo de la vid
La vid es una de las primeras plantas que cultivd el hombre, motivo por el cual ha

jugado un papel trascendental en la economia de las antiguas civilizaciones. Tras
la mitificacion del vino por parte del cristianismo, el cultivo de la vid experimento un
gran auge que ha perdurado hasta nuestros dias. La mayor parte de la produccién
de uva se destina a la elaboracion de los distintos tipos de vino (blanco, rosado y
tinto) y otras bebidas (mosto, mistelas, moscatel) (Reynier, 2005).

En Europa, la uva se cultiva desde tiempos prehistéoricos, tal y como lo
demuestran las semillas que se han hallado en yacimientos arqueoldgicos de la
edad del bronce de Suiza, Italia y en tumbas del antiguo Egipto. Los botanicos
sitlan el origen de la uva cultivada en Europa en la region asiatica del mar Caspio,
desde donde las semillas se dispersaron hacia el oeste por toda la cuenca
mediterranea. Hoy en dia, la vid se cultiva en las regiones célidas de todo el
mundo, siendo los mayores productores: Australia, Sudéfrica, los paises de
Europa (Italia, Francia, Espafia, Portugal, Turquia y Grecia) y en el continente
americano, los mejores vifiedos se encuentran en California, Chile y Argentina.
Existen innumerables variedades de uvas con grandes diferencias entre si; en
forma, tamafo, tonalidad de los frutos, productividad, calidad, etc. Todas ellas se
han clasificado tradicionalmente segun su destino final sea para vinificacion o para
consumo de mesa. Las variedades europeas se consideran superiores a las
norteamericanas para elaborar vinos de mesa, como frutos de postre y de mesa y
para elaborar pasas; mientras que las ultimas se prefieren para obtener jugos y
jaleas (Reynier, 2005).

La zona vitivinicola mexicana esta ubicada entre los 22° y 23° latitud Norte, en el
centro norte del pais. Los suelos son muy arcillosos, de mediana a poca
profundidad en su mayoria, con gran capacidad de retencion de humedad, lo que
constituye un aspecto altamente favorable para el desarrollo de las vifias (INEGI,
2015).
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Para el afilo 2014, la produccion de uva a nivel nacional fue de 335,739.48
toneladas. Los principales estados productores de uva son: Sonora, Zacatecas,
Baja California, Aguascalientes, Coahuila, Querétaro, Chihuahua y Nuevo Ledn
(Figura 1) (SIAP, 2015).

Sup. Sembrada (Ha)

20,393.00

3,805.75 3,588.75

=

Figura 1. Principales estados productores de Uva
Fuente: Elaboracion propia a partir de datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera (2015). Recuperado de http://www.siap.gob.mx/ (Septiembre 15-2015).

3.2. Fenologia del cultivo
Yema de invierno A: yema aparentemente “dormida”, no se aprecia borra entre

las escamas, consistencia dura; Yema de algodon o inchada B: también llamada
“‘desborre”, la yema esta engrosada, las escamas abiertas, entre las escamas
aparece la borra. Dicha borra es una pelusa grisacea que protege a los érganos
tiernos del interior la yema; Punta verde C: aparecen los 6rganos vegetales
emergiendo de entre la borra; Salida de hojas D: no se aprecia pampano entre
las hojas, sélo hay dos o tres hojas mas abiertas que el resto. El resto de las hojas
permanecen plegadas como si fuera un corazén de lechuga; Hojas extendidas E:
se aprecian hojas joévenes, nudos y entrenudos. Existen cuatro-seis hojas
completamente extendidas; Racimos visibles F: se diferencian perfectamente
nudos y entrenudos. Los racimos coronan al pAmpano joven; Racimos separados
G: los racimos van encontrando su sitio a lo largo del pampano; Botones florales
separados H: los botones florales encuentran su posicion dentro del racimo;
Floracién |: cada botén floral se libera de la caliptra. Al hacerlo dejan libres las
anteras y el ovario. Poco después ocurrird la fecundacion; Cuajado J: los

estambres ya han cumplido su funcidon. Una vez la fecundacion se ha realizado, es
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cuando hay una pequefia uva en potencia. Presenta un aspecto pequeiio, duro y
verde; Grano tamafo guisante K: La uva adquiere un tamafio de un guisante;
Envero L: es el momento en que las uvas comienzan a cambiar de color. A partir
de aqui comienza la maduracion de las uvas. Se comienza a realizar muestreos
para indices de madurez; Madurez M: el fruto esté listo para la cosecha. (Reynier,
2005).

A continuacion se muestra el esquema del desarrollo fenoldgico del cultivo de la
vid (Figura 2).

A Yemadomid B) Yem () Puna D) Salidace £) Hojas F)  Racimos 6)  Racimos H)  Botones l) Floracion Il Cujado
oilekibeas inchad verde bejas extendidas visibles $eparacos florales

5eparages

k) Grno ) Iniciode M) Maduwracion
amafo envero
guisante

Figura 2. Fenologia de la vid
Fuente: Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (2004).

3.3. Hongos que causan enfermedades en la vid

3.3.1. Cenicilla (Erysiphe (Uncinula) necator Burr.)
Es una enfermedad producida por un hongo Erysiphe necator, originario de

América del Norte, pero ampliamente extendido en Espafia. Como todos los
hongos, cuando las condiciones climaticas son favorables para su desarrollo,
puede provocar en variedades sensibles hasta la pérdida total de la cosecha. El

hongo inverna principalmente como micelio en el interior de las yemas, cuando
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comienza la brotacion de la vid, suelen darse también condiciones adecuadas
para su desarrollo. Es un ectoparasito, su micelio se localiza en el interior de los
tejidos vegetales. Cuando el micelio alcanza su madurez  comienza la
reproduccion asexual con la formacién de gran cantidad de conidios, que
transportadas por el viento propagan la enfermedad al instalacion sobre cualquier
organo verde de la vid, si las condiciones climéaticas le son favorables,
constituyendo los focos primarios de la infeccion. A partir de estos focos primarios,
y si las condiciones climaticas contindan siendo favorables, pueden tener lugar
sucesivas contaminaciones secundarias por medio de los conidios durante todo el
desarrollo vegetativo de la vid. Al final de la vegetacion el desarrollo del hongo se
detiene, pudiendo conservarse durante el invierno bien en forma de micelio en el
interior de las yemas protegidas por las escamas o bien en forma de peritecas en
los sarmientos. Estas peritecas, 6rganos capaces de resistir las condiciones mas
desfavorables, son pequefios receptaculos esféricos de color pardo, visibles con
lupa de poco aumento, y que contienen en su interior 4-8 ascosporas que al igual
que el micelio pueden propagar la enfermedad al iniciar la brotacion. La
temperatura es el factor climatico que mas influencia tiene en el desarrollo de la
enfermedad. Alrededor de los 15 °C, comienza a ser favorables para su progreso
vegetativo y propagacion, alcanzando el o6ptimo entre los 25 ° C y los 28 °C,
deteniendo su desarrollo a los 35 °C y siendo letales las temperaturas superiores a
40 °C. La humedad ambiental también influye en el desarrollo de la enfermedad,
aunque en menor grado que la temperatura, La germinacion de los conidios se ve
favorecida por las humedades relativamente altas. Al contrario que en el caso de
los mildius, la lluvia abundante frena el desarrollo del hongo (Ministerio de

Agricultura, Pesca y Alimentacién, 2004).
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a) Sintomas y dafios

En hojas. Se observa un polvillo blanco ceniciento tanto en el envés como en el
haz, que puede llegar a cubrir la hoja por completo. Debajo del polvillo se aprecian
unos puntitos necrosados. A veces los comienzos del atague se manifiestan como
manchas pequefias de aceite en el haz, junto a unas punteaduras pardas. Cuando
los ataques son intensos, las hojas aparecen crispadas o abarquilladas y
recubiertas de polvillo por el haz y el envés. En brotes y sarmientos. Los sintomas
se manifiestan por manchas difusas de color verde oscuro, que va creciendo,
pasando a tonos achocolatados al avanzar la vegetacion y a negruzcos al
lignificarse el brote. En racimos. Al principio los granos aparecen con un cierto
color plomizo, recubriéndose en poco tiempo del polvillo ceniciento, formado por
los 6rganos de multiplicacién del hongo (los conidios), debajo de los cuales se
encuentran, a menudo, reticulos necrosados de color pardo-oscuros. En esta zona
dafiada, se forman rasgaduras producidas por el engrosamiento de los granos de
uva y por la poca elasticidad de la piel. Los dafios mas importantes se localizan
en los racimos, ya que los ataques fuertes provocan la detencion del crecimiento
de la piel, por lo que ésta se agrieta y se raja el fruto. También se produce un mal
agostado de los sarmientos y se favorece la penetracion de la podredumbre gris
(Botrytis cinerea). Cuando Erysiphe necator causa mayores dafios es durante la
floracién del racimo, provocando el aborto floral y siendo causa del corrimiento
(Agrios 2005).

3.3.2. Mildiu (Plasmopara viticola Berl y Toni)
El hongo se conserva durante el invierno en las hojas muertas de la vid bajo la

forma de oosporas, que constituyen la fase sexual del hongo. Debido a las dos
membranas que las recubren son muy resistentes a las condiciones climaticas
adversas, pudiendo conservar su poder de infeccién durante al menos dos afios.
En primavera cuando el terreno ha estado suficientemente humedo, la

temperatura es superior a 12 °C y sobreviene en 1-2 dias una lluvia de al menos
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10 mm, las oosporas germinan emitiendo unos 6rganos (esporangios) portadores
en su extremidad de una especie de saco que contienen las zoosporas, que
depositados sobre los 6rganos verdes de la cepa pueden germinar y penetrar a
través de un estoma, es imprescindible para ello la presencia de agua liquida. Se
inicia asi el periodo de incubacién de la contaminacién primaria, que es invisible y
se forma en el interior del 6rgano atacado por el micelio, compuesto de una red de
filamentos dotados e drganos chupadores (austorios) con los que extrae las
sustancias nutritivas de las células. Al final de dicho periodo aparece en el haz de
la hoja una zona de color verde palido (mancha de aceite) que se corresponde en
el envés con una pelusilla blanquecina si el tiempo es himedo, ocurriendo lo
mismo en cualquier otro 6Organo atacado. Esta pelusilla estd formada por
conidiéforos y conidios, sacos mas pequefios que los producidos por las
oosporas, que también contienen en su interior zoosporas, siendo los elementos
constituyentes de la fase asexual. Entre 7 y 14 dias segun la temperatura y la
humedad relativa media, nuevas colonias de zoosporas con potencia para producir
nuevos ciclos. Al final de la vegetacion cuando la temperatura desciende,
aparecen sobre las hojas que van a caer numerosas manchas pequefias en forma
de mosaico. En estas manchas se forman los huevos de invierno u osporas
estructuras de conservacion del hongo (Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacién, 2004).

a) Sintomas y dafios
El mildiu es una enfermedad criptogamica que ataca todos los 6rganos verdes de
la vid: hojas, zarcillos, ramas jévenes, racimos antes del cambio de color (envero).
Hojas: En primavera, los filamentos del hongo micelio avanzan entre las células y
producen las manchas de aceite; estas manchas amarillentas, ligeramente
trasldcidas, se cubren a continuacion, en el envés de la hoja, de un polvo
blanquecino. En otoflo, sobre hojas viejas, las manchas delimitadas por las
nerviaciones, forman una especie de tapiz como mosaico. Racimos: Antes de la

floracion o durante la floracion, los ataques se traducen por un corrimiento parcial
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o total de las flores acompafiado por un pardeamiento progresivo del pedicelo y
del peddnculo del racimo joven. Sobre estos Organos aparecen unas
inflorescencias blancuzcas. El final de la floracion, en el momento en que los
capuchones florales caen y dejan al descubierto el pequefio grano, es un estado
particularmente vulnerable. Si el ataque alcanza el pedunculo del racimo joven,
éste se deforma y toma un color verde oliva, mientras que las flores de la parte
terminal se secan. Después de la floracion los granos acabados de formar pueden
ser alcanzados por intermedio de sus pedicelos. Se recubren de una especie de
polvo blanco que corresponde a las fructificaciones del hongo o conidi6foros.
Antes del envero aparecen en los granos unas manchas palidas que se vuelven
pardas y se deprimen, mientras que el interior de los granos, invadidos a partir de

sus pedicelos, toman un color pardo (Agrios 2005).

3.3.3. Podredumbre gris (Botrytis cinerea)
El hongo se conserva durante el invierno principalmente como esclerocios, bien

visibles sobre los sarmientos en forma de manchas negruzcas alargadas, y
también como micelio en las grietas de la madera y en menor cantidad en las
yemas. Los esclerocios son mas abundantes hacia la extremidad de los
sarmientos que en su base. En primavera, con condiciones favorables de 90 % de
humedad relativay 15y 20 ° C de temperatura, se produce la saturaciéon de las
estructuras que generan conidiéforos portadores en su extremidad de conidios, los
cuales son diseminados por el viento o la lluvia germinando e infestando los
organos verdes de la cepa si estos se encuentran mojados. Los conidios
mantienen su poder germinativo durante unos 30 dias. El numero de conidios
presentes en el aire durante el periodo vegetativo de la vid es bajo desde el
desborre hasta las proximidades del envero, alcanzando su maximo durante el
envero-maduracion y disminuyendo paulatinamente a partir de la recoleccién. La
penetracion de los conidios en los tejidos vegetales puede realizarse

directamente, aunque las heridas favorecen extraordinariamente su penetracion.
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No obstante, los granos si no presentan heridas durante el periodo de cuajado-
envero son retractarios a la penetracion de los conidios debido a que existen en su
hollejo sustancias que inhiben su germinacion; sin embargo, durante el periodo de
maduracion los racimos presentan su maxima sensibilidad debido a la
concentracion de azucares en los granos, base nutritiva favorecedora del
desarrollo del hongo. Los restos de los capuchones florales constituyen también
un buen sustrato para la instalacion del hongo. Una vez que los conidios han
germinado se produce en el interior del érgano atacado un micelio que, después
de haber destruido el tejido parasitado, sale al exterior produciendo conidi6foros
con conidios que al principio son de color blanco, pero al cabo de unos pocos
dias adquieren el color tipico grisdceo que caracteriza a la enfermedad. Estos
conidios producen nuevas contaminaciones a lo largo del periodo vegetativo de la
vid y al llegar el otofio el hongo comienza a formar sus estructuras de
conservacion (esclerocios). Se requiere una humedad de 90 % para que se
produzca la germinacion de los conidios, la cual se ve activada con temperaturas
préximas a os 18 °C, aunque puede realizarse con temperaturas comprendidas
entre los 0 y 40 °C. Las heridas producidas en los granos por las polillas del
racimo, el oidio, el granizo, favorecen el desarrollo del hongo (Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2004).

a) Sintomas y dafios

Presenta esporulacion marron-grisdcea del hongo en la superficie de las uvas
infectadas. En las hojas, los sintomas de la Botrytis se manifiestan como manchas
de color verde, que se tornan marrdn-rojizas y necroticas (muertas). En los
pedicelos y los raquis, los sintomas parecen como parches cafés que se tornan
negros y pueden provocar que parte del racimo se marchite y se caiga. Conforme
las uvas maduras son atacadas, en variedades de uvas blancas los frutos se
pintan de café, en variedades de uvas purpura los frutos se tornan rojos (Agrios
2005).

11
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3.3.4. Excoriosis (Phomosis viticola Sacc.)
El hongo sobrevive durante el invierno por medio de los picnidios formados en la

madera necrosada y blancuzca de los sarmientos, y también por el micelio
presente en las yemas y madera de los sarmientos, es posible localizarlos en
menor cantidad en el tronco y brazos de la cepa. Los picnidios aparecen como
unos puntos negros visibles a simple vista, los cuales contienen en su interior las
esporas e inician su maduracién durante el invierno para estar la mayor parte
maduros antes de iniciarse el desborre de la vid, siendo esta la principal via de
propagacion del hongo. En la primavera, y coincidiendo con el desborre de la vid,
el hongo entra en intensa actividad. Los picnidios liberan las esporas aglutinadas
en una masa gelatinosa amarillenta llamada cirro; bajo la accién del agua de
lluvias se disemina, y si la vid se encuentra en estado receptivo (estado D) y
existen mas de siete horas de humectacion, se produce la contaminacion de los
brotes jévenes. Después de un periodo de incubacién, que dura de una a tres
semanas segun la temperatura existente, aparecen los primeros sintomas sobre
los entrenudos de la base de los pampanos. El micelio se desarrolla en la
superficie de los jovenes brotes, avanzando con el crecimiento de los mismos
cuales quiera que sean las condiciones climaticas. Durante el verano el hongo
continda su evoluciéon sobre los sarmientos herbaceos, se van contaminando las
yemas formadas y se hacen mas visibles los sintomas. En el otofio comienzan a
formarse los picnidios y el micelio se hace mas patente sobre los sarmientos por

su tipico blanqueamiento (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2004).

a) Sintomas y dafios
La excoriosis puede afectar a todos los 6rganos verdes de la vid. En brotes
jovenes y sarmientos, los primeros sintomas se manifiestan por necrosis poco
patentes que adquieren su aspecto caracteristico al cabo de mes y medio a dos
meses de producirse el desborre. Estas necrosis pueden ser de varios tipos:
manchas oscuras, deprimidas, estiradas a los largo del brote ocasionando en la

corteza unas grietas mas o menos superficiales; manchas mas oscuras que las

12
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anteriores, aisladas; lesiones de color marrén oscuro que tomas el aspecto tipico
de una tableta de chocolate. Estos sintomas se localizan preferentemente sobre
los 3 6 4 primeros entrenudos de la base de los brotes. En hojas, los sintomas se
manifiestan por la presencia de manchas oscuras negruzcas, localizadas
preferentemente en el peciolo y nervios principales. Los atagues en hojas no
suelen tener gran importancia econdmica. No obstante, si estos son fuertes se
produce marchitamiento y posterior desecamiento en las hojas de la base,
originando una pérdida parcial del follaje. En racimos, los sintomas se localizan
sobre el pedunculo y el raquis y su manifestacion es parecida a la descrita en las
hojas. Los ataques a los racimos son siempre graves, ya que ocasionan un mal

cuajado e incluso su desecamiento (Agrios 2005).

3.3.5. Podredumbres secundarias
Las podredumbres secundarias estan originadas por hongos saprofitos presentes

en el medio ambiente y tradicionalmente han sido confundidas con la
podredumbre gris, o con la podredumbre acida ocasionada por bacterias y
levaduras. Suelen tener mas importancia cuando afectan a uva de mesa, sobre la
que pueden provocar dafios en campo y en camara (caso de variedades que se
almacenan durante cierto tiempo. Los primeros agentes causantes de las
podredumbres secundarias son los hongos; Aspergillus niger, Alternaria sp.,
Rhizopus nigricans, Cladosporium herbarum y Penicillium sp. Todos ellos al igual
que los agentes causantes de la podredumbre acida se caracteriza por: invernar
sobre restos organicos, hojas, yemas, frutos momificados u otras plantas; estar
continuamente presentes, y precisar una herida en la baya para iniciar el ataque;
siendo el momento de mayor suceptibilidad de los racimos cuando estos
comienzan a incrementar su contenido en azucar, aunque es determinante un
contenido concreto. Aspergillus, Rhizopus y Penicillum son de evolucién rapida,
mientras que Alternaria y Cladosporium tienen una evolucion lenta. Todos son
propagados por la lluvia y el viento. Se podia repetir lo mismo que en el caso de

la podredumbre acida, relativo a las condiciones climaticas que favorecen su

13
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desarrollo: temperatura y humedades altas, y presencia de heridas en las bayas
que sirven, en este caso, de puerta de entrada a los hongos causantes de las
podredumbres secundarias, asi como la sobre maduracion de racimos (Ministerio

de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2004).

a) Sintomas y dafios

Todos los hongos secundarios producen descomposiciones de las bayas, cuando
hay condiciones favorables empezando en puntos aislados del racimo y
extendiéndose por todo él si se dan condiciones muy favorables para ello. a)
Aspergillus niger: las bayas se cubren de una florescencia blanca, que termina por
ennegrecerse, formada por las fructificaciones del hongo; pierden su consistencia
y se desprenden facilmente del peddnculo; b) Alternaria sp.: presenta
fructificaciones en la superficie, cuya coloracion inicial suele ser verde oscuro,
evolucionando a negro cuando la colonia es vieja. Las bayas pierden su
consistencia lentamente, no desprendiéndose generalmente del peddnculo; c)
Rhizopus nigricans: se extiende por toda la baya con amplio desarrollo de un
micelio blanquesino acabado en puntos blancos que evolucionan a negro. Las
bayas quedan momificadas en el racimo; d) Cladosporium herbarum: presenta
colonias aterciopeladas de color gris- verdoso a oscuro. Las bayas atacadas
escurecen la piel y quedan consumidas: e) Penicillum sp.: las bayas presentan
una uncion marrén clara al principio, apareciendo después pustulas de color
blanco que evolucionan a un verde azulado. La baya pierde consistencia y se
rompe con facilidad (Agrios, 2005).

3.3.6. Podredumbre blanca o del granizo (Coniella diplodiella speg. Sacc)
El patogeno se mantiene en forma de esporas en el suelo. Durante las granizadas,

estas esporas son arrastradas por las salpicaduras sobre los granos magullados,
en los que através de las heridas penetran, germinan y desencadenan la

enfermedad. La espora puede estar latente en los érganos momificados de la vifia

14
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hasta 15 afos, enterrados en el suelo. La cantidad de esporas que puede haber
en un terreno depende de la frecuencia de las granizadas. El hongo de esta
enfermedad necesita temperatura alta para desarrollarse; el optimo es 24°C

(Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2004).

a) Sintomas y dafios
Algunos dias después de la granizada, los granos dafiados toman un color
amarillento y luego rosa marron en la zona atacada, el resto de los granos pueden
seguir verdes. Posteriormente los granos se cubren de pequefias pustulas pardo
violaceas, que son las fructificaciones del hongo (picnidios) y después pardean y
se desecan. La enfermedad se propaga rapidamente, ocasionando un
desecamiento total o parcial del racimo. También las heridas en los racimos
producidas por picaduras de aves, de insectos o por instrumentos de trabajo,

permite la penetracion del hongo (Agrios, 2005).

3.4. Aspectos histéricos de la investigacion sobre hongos endaéfitos
Durante los ultimos 30 afios, el término enddfito ha aparecido cada vez con mas

frecuencia en la literatura cientifica. Aunque el origen del término provenga del
siglo XIX, cuando Anton de Bary lo utilizé para describir hongos que viven en el
interior de las plantas (De Bary, 1986), su significado contemporaneo es diferente
del original. Actualmente se usa este término para referirse a hongos capaces de
infectar plantas aparentemente sanas sin causar sintomas. Es decir, en el mas
amplio de los sentidos, los hongos endofiticos son aquellos que colonizan tejidos
vivos de plantas sin ocasionar ningun efecto negativo, inmediato o visible (Carroll,
1986).

Los primeros estudios de endofitos se realizaron en plantas de la familia de las
gramineas. A finales del siglo XIX, varios cientificos europeos describieron la
presencia de micelio fungico en los carpelos y semillas de plantas sanas de Lolium
arvense, L. linicolum, L. remotum y L. temulentum. La cizafia (L. temulentum) ya

era conocida como una mala hierba en cultivos de cereal en la antigtiedad.
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Ademas, esta planta poseia propiedades téxicas que con el descubrimiento de los
enddfitos fueron atribuidas al micelio fungico. Estudios realizados por Freeman
(1904) sobre el hongo enddfito de L. temulentum demostraron que este hongo se
transmitia por semilla, ya que sus hifas penetraban en el embrion antes de que las
semillas madurasen, y tras la germinacion el hongo coordinaba su crecimiento con
el de los tejidos de la planta, llegando a colonizar los meristemos laterales y
después las inflorescencias. A principios de 1930 investigaciones realizadas en los
Estados Unidos y Canada demostraron la relacion entre los endofitos y la toxicidad
de L. temulentum para el ganado (Carroll, 1986).

Freeman (1906), sugiri6 que eran Ustilaginales que habian perdido la capacidad
de esporular en sus hospedadores, argumento basado en las similitudes de los
ciclos de vida del endofito de L. temulentum y el del hongo patdégeno Ustilago tritici
en trigo; mas tarde clasificO los endofitos de Lolium en el grupo de los
Clavicipitales tras estudiar su transmisién. Se hizo una asociacién con el hongo
Endoconidium temulentum, conocido por su toxicidad en semillas de plantas de L.
temulentum. Carroll (1986) vio un paralelismo entre los enddfitos de L. temulentum
y L. perenne con algunas especies endofiticas del género Epichloé asociadas a
plantas de Festuca rubra (Epichloé festucae) y Dactylis glomerata (Epichloé
typhina). Ademas, observo que Epichloé festucae puede manifestar su ciclo sexual
o asexual en diferentes tallos de la misma planta. Neill (1940), cultivé endofitos de
Festuca arundinacea y Lolium perenne, y propuso que eran cepas de Epichloé
typhina basandose en las similitudes morfologicas de sus células conidiégenas y
conidios. Finalmente, el endofito de Lolium temulentum ha sido clasificado como
Neotyphodium occultans, una especie asexual de la familia Clavicipitaceae,
cercana al género Epichloé. (Carroll, 1986).

Los estudios sobre hongos endofitos en plantas de familias distintas de las
gramineas no comenzaron hasta los afios 70, sin embargo, ya los primeros
trabajos revelaron la presencia de diversas especies fangicas en el interior de
plantas pertenecientes a grupos como algas, musgos (Schulz et al.,, 1993),

hepaticas, coniferas, palmeras, cactaceas y numerosas especies de arboles, y
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arbusto. Incluso en liquenes se han identificado especies de hongos endofiticos (Li
et al., 2007).

Hasta la fecha, se han encontrado hongos endofitos en todas las especies de
plantas que han sido analizadas con este fin, tanto en zonas tropicales y de clima

templado, como desérticas o boreales (Porras Alfaro et al. 2008).

3.5. Hongos endofitos
Los enddfitos son hongos que viven por todo o al menos una parte significativa de

su ciclo de vida de una forma no sintomética dentro de tejidos o células de
plantas. Carroll (1995), menciona que los endofiticos han evolucionado de un
estado patogénico a un estado de latencia asociado a una reduccién de la
virulencia, estos hongos son residentes abundantes de las plantas en algunos
casos mas que los patégenos y micorrizas. Cuando la colonizacion de los tejidos
le confiere una proteccion a la planta hospedera contra el ataque de agentes
bidticos y abioticos, estos se denominan mutualistas. El hongo puede expresar su
simbiosis hacia la planta de dos maneras; una de ellas es desarrollando una
infeccién que produce una resistencia sistémica debido a una biomasa sustancial
interna y por la produccion de potentes toxinas que presentan un efecto
detrimental hacia los patdogenos que atacan a las plantas (Clay 1990). Micologos y
ecologistas que investigan la interaccion endofitico-planta aceptaron estas
interacciones como mutualismo (Breen 1994, Carroll 1986). De Bary (1986), afirma
que es posible convenir que los endofiticos que viven internamente en la planta
de una manera no sintomatica han llegado a ser sin6nimo de mutualistas. La
mayoria de los hongos endofitos pertenecen al grupo de los ascomicetos. Estos
pueden beneficiar a las plantas de dos maneras: alterando la fisiologia de la
planta, llevandolas a aumentar su crecimiento y pueden incrementar la resistencia
al estrés causado por factores abioticos. Esto puede ser consecuencia de la
produccion de biomasa radical y el efecto biocontrolador que tienen sobre los
fitonematodos, lo que permite el aumento de la eficiencia del sistema radical en la

obtencion de nutrientes.
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La presencia de microorganismos como rizobacterias, hongos depredadores de
nematodos, endomicorrizas y hongos endofitos, hace mas efectiva la capacidad
amortiguadora de un suelo en la naturaleza, para sumprimir la mayoria de los

patogenos de suelo y problemas de nematodos.

3.6. Importancia del estudio de los hongos endéfitos
Desde el punto de vista de la Fitopatologia, hay varios motivos que justifican el

interés por los endofitos. Estos hongos se asemejan a los patégenos en varios
procesos del ciclo de la enfermedad. Los enddfitos pueden llevar a cabo los
procesos de penetracion, infeccién, y en algunos casos de invasién de la planta;
sin embargo, ni causan enfermedad, ni son eliminados por una respuesta de
defensa del hospedante. De ahi que surjan cuestiones como, ¢ Por qué algunos
hongos causan enfermedades y otros no?, ¢(COmo puede un hongo evadir las
defensas inducibles de una planta?, este tipo preguntas son el resultado del
conocimiento sobre endofitos y pueden derivar en hipétesis para estudiar los
mecanismos de patogenicidad o de evolucion de la virulencia (Agrios, 2005).

A juzgar por los resultados obtenidos en censos de enddfitos, es posible que la
mayoria de las especies que infectan a una especie vegetal no sean patégenas,
sino enddfitas. Sin embargo, ya hemos visto que un hongo que se comporta como
endofito en una especie puede ser un patdégeno en un hospedante de otra especie
(Redman et al., 2001). Estas observaciones hacen pensar que lo que se considera
un “patdégeno especializado”, porque solo causa enfermedad en una especie, sea
posiblemente un enddfito en otras especies. También nos remontan a casos de
pardsitos animales, como algunos virus de simios (ej. Simian Herpes virus B, tal
vez VIH) que son endémicos e incluso asintométicos en sus huéspedes, pero al
cambiar de especie e infectar humanos tienen un efecto letal (Nsabimana et al.,
2008).

Dada la ubicuidad de los enddfitos en los tejidos vegetales, es muy posible que al
infectar plantas los patdgenos tengan que interactuar con los endoéfitos. En

algunos casos estos endofitos pueden alterar el curso de las enfermedades, lo que
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sugiere que el grupo de los hongos enddfitos alberga especies potencialmente
Utiles como agentes de control biolégico; de ahi que tengan potencial como
agentes de control biolégico, contra enfermedades y plagas de plantas, e incluso
de animales (Backman y Sikora, 2008).

Los enddfitos también constituyen una fuente importante de substancias de interés
farmacoldgico (Strobel, 2002). Es posible que la produccion de substancias
antibiéticas ayude a estos hongos a preservar su nicho ante otros competidores.
Un claro ejemplo de este tipo de substancias es el taxol, que es un diterpenoide
muy eficaz como fungicida y como agente antitumoral, el cual es producido en la
corteza del arbol Taxus brevifolia, y también por uno de sus hongos endofitos,
Taxomyces andreae (Stierle et al., 1993). Otro ejemplo son los hongos de la
familia Xylariaceae, una de las mas comunes en los enddfitos de zonas tropicales,
los cuales producen abundantes substancias bioactivas como son las
citocalasinas y griseofulvinas (Whalley y Edwards, 1987). Buena evidencia del
interés de los hongos endofitos para la industria farmacedutica es que este trabajo
ha sido financiado por Merck, Sharp & Dohme; extractos de todos los aislados
descritos en ella han sido analizados para comprobar si poseian actividad
antifingica y antibacteriana.

Otra utilidad de los enddfitos puede ser en la industria del petroleo, ya que es una
de las principales contaminantes del medioambiente, y desde hace afios se
investiga el posible uso de los microorganismos para degradar esos
contaminantes a metabolitos menos toxicos y persistentes, en el proceso conocido
como biorremediacion (Atlas y Cerniglia, 1995).

Finalmente, si tal como se ha estimado, hoy en dia se conocen menos del 10% de
las especies de hongos que podrian existir (Hawksworth, 2001), es muy posible
que el estudio de los hongos enddfitos que habitan en los ecosistemas conlleve al

descubrimiento de nuevas especies de hongos (Atlas y Cerniglia, 1995).
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3.7. Abundanciay diversidad taxon6mica
Las asociaciones entre enddfitos no sistémicos y plantas vienen marcadas por la

ubicuidad. Hasta la fecha se han descubierto endofitos en todas las especies
vegetales que han sido analizadas (Saikkonen et al., 1998) y en los ecosistemas
mas variados, desde bosques tropicales, a tundras y desiertos (Fisher et al.,
1995).

La diversidad taxondmica de los enddfitos no sistémicos es notable. El nimero de
especies endofiticas asociadas a cada especie vegetal es elevado; en censos de
endofitos anteriores al afio 2000, como media se identificaron unas 50 especies
por cada especie de planta analizada (Stone et al., 2004). Cuando se empezaron
a utilizar métodos moleculares para la identificacion de especies fangicas este
namero aumentoé debido a que muchas especies pudieron ser clasificadas (Arnold
et al., 2000). Este avance ha supuesto que en algunos censos se hayan detectado
cientos de especies enddfitas en una sola especie vegetal (Collado et al., 1999).

A pesar de esta notable abundancia y variabilidad taxonémica, hay dos motivos
por los cuales se debe pensar que la diversidad observada en muchos censos de
endofitos es una infraestimacion. En primer lugar, la mayoria de los censos
realizados se han basado en especies cultivables en medios sintéticos, lo cual
excluye a los parasitos obligados. Algunos estudios han mostrado la existencia de
endofitos de este tipo utilizando técnicas basadas en la amplificacién selectiva de
DNA fungico presente en tejido de planta (Duong et al., 2006). En segundo lugar,
las curvas de acumulacion de especies que muestran como aumenta el nimero de
especies fungicas segun aumenta el nimero de plantas analizadas han resultado
ser no asintéticas en algunos censos bastante intensivos (Arnold et al., 2000); esto
indica que existen mas especies endofitas de las que se han identificado en estos
trabajos. Dentro de una misma especie hospedante, la composicion de su
micobiota endofitica varia dependiendo de factores geograficos como la distancia
entre plantas o la estacion del afio (Collado et al., 1999). Estos factores

contribuyen a la notable diversidad observada en la micobiota endofitica.
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3.8. Especificidad de tejidos
Los endofitos no sistémicos se han encontrado en diversas partes de las plantas,

como hojas, tallos, 6rganos reproductores e incluso semillas. Esto los distinguiria
de las micorrizas, las cuales solo infectan la raiz de las plantas. Sin embargo
algunos endofitos pueden también alojarse en tejidos de la raiz (Atlas y Cerniglia,
1995).

En los estudios con hojas, que son los 6rganos en los que mas se ha estudiado la
presencia de enddfitos, las tasas de infeccion son elevadas, ya que entre el 78 y el
100 % de las hojas analizadas contienen endofitos (Arnold et al., 2000). Al estudiar
la distribucion de los enddfitos en las hojas, se han obtenido estimaciones que
indican que entre el 30 y el 73 % de los fragmentos de cada hoja pueden estar
colonizados por endofitos (Rodriguez, 1994).

En estudios realizados a finales del siglo pasado se vio que es habitual que haya
diferencias entre la frecuencia de endéfitos aislados de varios érganos de la planta
(Fisher, 1995 y Rodriguez, 1994). Pocos estudios hablan de una especificidad de
los endofitos por el tejido. Se han visto casos de especificidad de ciertos enddfitos
por las raices de las plantas (Jumpponen y Trappe, 1998). En trabajos sobre
endofitos de hojas, no se puede afirmar que las especies aisladas muestren
especificidad por este tejido, ya que no se han realizado los estudios pertinentes
para saber si en otras partes de la planta podrian aislarse las mismas especies
como endofitos. Lo que si se ha observado es que dentro de las hojas puede
existir especificidad por la zona donde se alojan dichos hongos, ya que se ha visto
que una especie desconocida de Phomopsis se aloja Unicamente en el raquis de
las hojas de Spondias mombin (Rodriguez y Samuels, 1999), y en plantas de la
especie Neolitsea sericea se han aislado unas especies de la hoja y otras

especies diferentes del peciolo (Hata y Sone, 2008).

3.9. Transmision
La transmision de endofitos puede ser horizontal, cuando el indculo entra en

contacto con una planta y la infecta, o vertical, cuando la planta infectada produce
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semillas también infectadas. Aunque hay casos como Epichloé y Neotyphodium
cuya transmision es vertical, la transmisién horizontal parece ser el mecanismo
predominante en los hongos enddfitos. Algunos estudios han mostrado que las
semillas y las plantulas estan virtualmente libres de enddfitos, y la incidencia de
éstos se incrementa cuando las hojas o las semillas envejecen (Arnold et al.,
2000).

En vista de que los enddfitos no suelen inducir sintomas a sus hospedantes,
queda la incertidumbre sobre donde se puede producir el inéculo eneolitico, ya
que la produccién de inéculo fungico suele estar a veces asociada a la formacién
de lesiones y estructuras a menudo macroscopicas en plantas. Los enddfitos que
se comportan como saprofitos latentes, podrian producir el inéculo tras la muerte
de su hospedador. En estos casos, la hojarasca y otros restos vegetales podrian
ser un foco de inéculo de endofitos (Bills y Polishook, 1994). En plantas vivas se
conocen situaciones en las cuales se producen conidios de manera imperceptible
en la superficie foliar (Tadych et al., 2007). Por ultimo, algunos insectos podrian
jugar un papel importante en la dispersion del in6culo enddfito, al ser las esporas
de algunas especies resistentes al paso por su aparato digestivo (Devarajan y

Suryanarayanan, 2006).

3.10. Tipos de interaccion planta-hongo endoéfito
Dentro de la gran variedad de especies de hongos que se comportan como

endofitos, es posible hacer algunas agrupaciones segun la naturaleza de la
interaccidn simbidtica que mantienen con sus hospedantes. Algunas especies
identificadas en censos de endéfitos son patdgenos latentes. El estado de latencia
se define como el periodo en el cual una planta esta infectada por un patégeno
pero no muestra sintomas (Agrios, 2005). Esta definicion se refiere a una situacion
en la cual los sintomas van a aparecer mas tarde. Por lo tanto, al recolectar tejido
asintomatico para determinar la presencia de endofitos es posible que este tejido
esté infectado por patégenos latentes. En algunos trabajos se han reinoculado

artificialmente enddfitos, y como resultado se han observado sintomas de
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enfermedad (Photita et al., 2004), o se ha comprobado que ciertas especies
enddfitas eran conocidas como patdgenos en su hospedante (Mostert et al., 2000).
En otros casos, un hongo puede actuar como patdgeno en unas plantas y como
enddfito en otras plantas de la misma especie. Fusarium moniliforme causa
pudricion de granos, raices, tallos y plantulas de maiz, ademés de producir cinco
tipos de toxinas implicadas en la produccion de cancer de eso6fago en Surafrica
(Rheeder et al., 1992). Existe evidencia de que F. moniliforme puede ser mas
comun como enddfito que como patdégeno en zonas templadas y tropicales. Como
ejemplo, en un estudio realizado en zonas templadas, se aislé Fusarium de todos
los 6rganos del total de plantas muestreadas. En las infecciones asintomaticas en
maiz, las hifas crecen intercelularmente, mientras que en las patogénicas el
crecimiento es ademas intracelular (Bacon y Hill, 1996). Dado que hay crecimiento
activo del hongo, puede existir ademas produccion de micotoxinas; esto sugiere
que puede producirse contaminacion por estas toxinas en el maiz y sus derivados
sin que haya evidencia de infeccion fangica. Estas situaciones pueden ser
interpretadas, al menos, de dos maneras: el genotipo de la planta influye en la
conducta del hongo, o también podria ser el genotipo del hongo el que dicte su
tipo de interaccion con la planta (Freeman y Rodriguez, 1993).

Otras especies enddfitas se comportan como saprofitos latentes, es decir, hongos
gue infectan asintomaticamente a la planta y que cuando ésta senesce o muere
colonizan sus tejidos, pudiendo llegar a formar estructuras reproductivas y
completar su ciclo de vida (Promputtha et al., 2007).

Por ultimo, existen interacciones en las cuales el enddfito se comporta como un
simbionte mutualista. Este tipo de interacciones son bien conocidas en el caso de
los endofitos Epichloé y Neotyphodium. En el caso de otras especies endofiticas,
aunque no han sido estudiadas tan a fondo, también abundan los ejemplos. No
obstante se han descubierto bastantes situaciones en las cuales, bajo la influencia
de factores de estrés bidtico o abidtico, las interacciones con endofitos son

beneficiosas para las plantas (Rodriguez y Redman, 2008).
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3.11. Hongos endofitos asociados a la vid

3.11.1.- Cladosporium herbarum.
a) Clasificacion taxonGmica

Phylum: Ascomycota

Clase: Dothideomycetidae

Orden: Dothideales

Familia: Mycosphaerellaceae

Geénero: Cladosporium
El orden Dothideales se caracteriza por un léculo sin filamentos interascales de
cualquier tipo. Ascas bitunicadas generalmente dispuestas en fasciculos que
durante su crecimiento se abren camino en el tejido estromatico y forma

cavidades a su alrededor (Sabariego, 2004).

b) Descripcion morfolégica

Los conidioforos de Cladosporium cladosporioides y C. herbarum son de color
marron claro y producen conidios desde la parte central hasta la parte superior del
conidiéforo. Los conidiéforos de C. cladosporioides son de 2-6 ym de ancho y
hasta 350 um de largo, y producen conidios unicelulares elipsoidales color marron
de 3-7 x 2-4 ym. Los conidiéforos de C. herbarum son de 3-6 um de ancho y hasta
250 ym de largo, y producen conidios color marrén amarillentos de 5.5-13 x 3.8-

6.0 ym, que normalmente son unicelulares (Sabariego, 2004).

c) Ciclo de vida

Se desarrolla en condiciones de alta humedad relativa con temperaturas altas en
el dia y noches frescas. Generalmente las hojas son las afectadas, cuyos
sintomas inician como manchas de color verde palido y finalizan de un color
grisaceo, se observan en primer lugar en la superficie del haz de la hoja, las
manchas coalecen y necrosan el tejido. Ocasionalmente el hongo ataca hojas,

pedunculos, tallos y botones florales. El hongo se dispersa con las corrientes de
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aire. Cuando la humedad relativa es superior al 90 % y la temperatura se
encuentra entre 20 y 27 °C, la enfermedad puede manifestarse en forma epifitica,

después de la floracion son muy susceptibles (Sabariego, 2004).

3.11.2.- Alternaria sp.
a) Clasificacion taxonGmica

Phylum: Ascomycota

Clase: Dothideomycetidae

Orden:Pleosporales

Familia:Pleosporaceae
El orden pleosporales tiene un talo o estroma ausente 0 pobremente
desarrollado. Ascostroma peritecial 0 en raras ocasiones la presencia de un
cleistotecio, algunas veces con clipeo, variables en forma, usualmente globosos,
de pared gruesa, inmersos, negros normalmente abren por ostiolo, en ocasiones
con pelos p setas; la pared es delgada, compuesta de células
pseudoparenquimatosas (Seudotecio) ascas usualmente cilindricas, bitunicadas.
Ascosporas hialinas o cafés, septadas, de pared delgada o gruesa, algunas veces
muriformes o anamorfas (Tlapal et al., 2013).
La familia pleosporaceae, se caracteriza porque el ascostroma es un seudotecio
en donde las ascas permanecen separadas por el tejido estromatico (Tlapal et
al., 2013).

b) Descripcion morfolégica

Hongo filamentoso con conidi6foros simples, tabicados, en cuyo extremo se
forman unos conidios muriformes, de color pardo, con septos transversales y
verticales de disposicion irregular. Por gemacion de la célula apical se genera un
nuevo conidio, formandose largas cadenas de 10 o mas conidios. Colonias de
crecimiento rapido (tres o cuatro dias), vellosas, al principio de color gris, después
el centro se oscurece (tonos negros mas o menos intensos) pero los bordes

siguen siendo grisaceos. Tolerante al benomilo (Sabariego, 2004).
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c) Ciclo de vida

Los conidios se desprenden con facilidad y son diseminados por las corrientes de
aire. Alternaria infecta a varias especies vegetales en todo el mundo. Sus esporas
estan presentes en el aire y polvo en todas partes. Dichas esporas también llegan
al laboratorio y crecen como contaminantes en los cultivos de otros
microorganismos y sobre los tejidos vegetales muertos destruidos por otros
patégenos u otras causas. De hecho, muchas de las especies de Alternaria son
principalmente saprofitas, es decir, no pueden infectar a los tejidos vivos de
plantas y so6lo se desarrollan sobre tejidos vegetales muertos o en proceso de
descomposicion y, a lo mas, sobre tejidos viejos o senescentes, como hojas y
pétalos viejos y frutos maduros. Por lo tanto, con frecuencia surge la dificultad
para decidir si un hongo del género Alternaria que se encuentre sobre un tejido
enfermo es la causa de la enfermedad o un contaminante secundario. Muchas
especies de Alternaria producen toxinas, algunas de las cuales, como la tentoxina,
que la produce A. tenuis, son no especificas de su hospedante, mientras que
otras, como las toxinas AK y AM, que son producidas, respectivamente por A.
kikuchiana y A. mali, son especificas de sus hospedantes correspondientes. Las
especies fitopatogenas de Alternaria invernan como micelio en los restos de
plantas infectadas y en forma de esporas o micelios en las semillas. En caso de
gue el hongo esté en semillas; ataca a las plantulas (por lo comun, después de
gue han emergido) y produce el ahogamiento de ellas o bien lesiones en el tallo y
la pudricién del cuello. Las esporas que forma el hongo en gran abundancia
(especialmente cuando las lluvias son frecuentes y hay un rocio abundante) sean
desprendidas del micelio para desarrollarse sobre restos de vegetales, malezas o
plantas cultivadas infectadas. Las esporas que han germinado penetran a los
tejidos susceptibles directamente o a través de heridas, y en poco tiempo
producen nuevos conidios que son diseminados por el viento, la lluvia, las
herramientas, etc. Con pocas excepciones, las enfermedades causadas por

Alternaria aparecen con mayor frecuencia sobre tejidos senescentes vy
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particularmente en plantas de poco vigor, nutricion deficiente o en plantas que
crecen bajo algun otro tipo de adversidad debido a condiciones ambientales

desfavorables, insectos, otras enfermedades, etc. (Sabariego, 2004).

3.11.3.- Aspergillus sp.
a) Clasificacion taxonGmica

Phylum: Ascomycota

Clase: Eurotiomycetes

Orden: Eurotiales

Familia: Trichocomaceae
Este grupo de hongos se caracteriza porque sus ascas tienen pared delgada, de
globosas a piriformes, evanescentes, sus ascas se encuentran esparcidas a
diferentes niveles, no forman himenio las cuales las cuales se originan de hifas
ascégenas en el ascocarpo, las ascoporas son unicelulares, el ascocarpo es
tipicamente un cleistotecio cerrado pero algunas veces con un ostiolo, peiridio del
ascocarpo presente o ausente. En el orden Eurotiales se agrupan a aquellos que
poseen ascas globosas ovales, esparcidas en un ascocarpo sésil y sin ostiolo, sus
ascas son evanescentes en la madurez. En el orden incluye a una de las familias
mas importantes que es Trichocomaceae, incluye mohos verdes, azules, negros;
que tienen entre sus géneros anamorficos a la fase conidial de Aspergillus y
Penicillium. La fase ascal de Aspergillus es Eurotium, Neosartoria, Emericella y
Sartoria (Sabariego, 2004).

b) Descripcion morfolégica

Aspergillus es un género mitospdérico que se caracteriza por la produccion de hifas
especializadas, denominadas conidiéforos, sobre los que se encuentran las
células conidiogenas que originaran las esporas asexuales o conidios. El
conidiéforo caracteristico de Aspergillus, aunque es una estructura unicelular tiene
tres partes bien diferenciadas: vesicula (extremo apical hinchado), estipe (seccién

cilindrica situada debajo de la vesicula) y célula pie (seccion final, a veces
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separada por un septo, que une el conidiéforo con el micelio). Sobre la vesicula se
disponen las células conidibgenas, denominadas habitualmente fialides. En
muchas especies, entre la vesicula y las fialides se encuentran otras células
denominadas métulas. Las cabezas conidiales que soOlo presentan fialides se
denominan uniseriadas, y las que presentan fialides y métulas, biseriadas.
(Revista iberoamericana micologia) (Sabariego, 2004).

c) Ciclo de vida

La aflatoxicosis es de importancia mundial, ya que las especies toxigénicas de
hongos del género Aspergillus flavus, A. parasiticus, asi como la especie mas rara
A. nomius; se encuentran ampliamente distribuidas en climas humedos y
calurosos, en donde contaminan los alimentos y ocasionan un problema crénico y
dificilmente controlable; ademas de que los paises frios también importan estos
alimentos contaminados (Rodriguez y Redman, 2008).

Aspergillus se propaga a través del aire, del suelo y por medio de insectos que lo
diseminan. Pueden inocular y colonizar los granos en cualquier tiempo desde la
fecha de floracion hasta la de cosecha, particularmente cuando se presentan
simultaneamente algunas condiciones como la sequia, el dafio de los granos por
insectos o condiciones subdptimas de temperatura y humedad en el
almacenamiento. Entonces los hongos infectan las semillas o cereales y producen

las aflatoxinas (Abarca et al., 1994).

3.11.4.- Phoma sp.
a) Clasificacion taxondGmica

Phylum: Deuteromycota
Clase: Coelomycetes
Orden: Sphaeropsidales
b) Descripcion morfoldgica
Forma picnidios que cuando maduran, rompen la epidermis de la hoja. Son

picnidios oscuros de 154 x 128 pm, globosos, inmersos en el tejido del
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hospedante, levantando en una pequefia porcién la epidermis, conidiéforos
simples y cortos, conidios unicelulares, pequefios de 2.85 x 1.28 um, hialinos
ovoides o algo alargados (Abarca et al., 1994).

c) Ciclo de vida

Es un hongo de ciclo rapido, las esporas se dispersan por el viento y agua de
lluvia, generalmente infectan tejidos debilitados. En ocasiones son primarios y
pueden causar la muerte de puntas. Una vez que el hongo inicia su infeccién se
requiere de pocas semanas para su fructificacion. El inoculo de este patdgeno
aparece en diferentes épocas del afo; la produccion de esporas se presenta
durante todos los meses, pero se incrementa en la época de lluvias. Las esporas
son llevadas por el viento y s6lo aquellas que caen en heridas recientes, que estén
en el follaje o en las ramillas tiernas, germinan y se introducen con éxito en el
hospedante. Las heridas representan un factor esencial para la colonizacion de
éste patdgeno y pueden ser causadas por insectos chupadores, lesiones por
contaminantes o por dafios mecanicos. Phoma sp., ocasiona manchas en las
hojas, de forma irregular y se presentan en toda la superficie foliar, dandole una
apariencia tostada. Son lesiones café rojizo o casi negro que se pueden originar
en el margen de las hojas y ocasionan su deformacion, estas lesiones pueden

llegar a crecer hasta 5 mm. (Rodriguez y Redman, 2008),
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Descripcion de las areas de estudios
La presente investigacion se llevé a cabo en el afio 2014, en dos vifiedos ubicados

en la region viticola del estado de Querétaro (Figura 3).

Vinedos “La redonda”

Se localiza en el municipio de Ezequiel Montes, ubicado sobre la Carretera San
Juan del Rio - Ezequiel Montes, Kilometro 33.5, sobre los paralelos 20° 46’ y 20°
32’ de latitud norte; los meridianos 99° 44’ y 100° 00’ de longitud oeste; altitud
entre 1 600 y 2 600 m. (INEGI, 2015).

Vifedos “Los rosales”

Se localiza en el municipio de Tequisquiapan, ubicado sobre la Carretera San
Juan del Rio — Tequisquiapan, Kilometro 27, sobre los paralelos 20° 40’ y 20° 25’
de latitud norte; los meridianos 99° 49’ y 100° 06’ de longitud oeste; altitud entre 1
700y 2 800 m. (INEGI, 2015).
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Figura 3. Ubicacion geografica de las zonas de estudios Ezequiel Montes y Tequisquiapan, Qro.
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4.2. Colecta de material vegetal
El material vegetal se colecté al azar en parcelas de vid cultivada (parras en

produccion). Se realizé6 un muestreo de manera aleatoria (Figura 4), con la
finalidad de tener mayor variabilidad entre los aislamientos, tomando
aproximadamente 5 hojas de la parte media de la parra. Por cada muestra
colectada se elaboré una cédula de informacion béasica, conteniendo la variedad
de la planta. Estas muestras se colocaron en bolsas de papel y plastico con cierre
hermético y se mantuvieron en refrigeracion a 4° C hasta su posterior manejo. Se
colectaron 30 muestras en el rancho “Los Rosales” y 20 muestras en el Rancho
‘La Redonda”. Tomando 10 muestras por hectarea (Figura 5) (Informacion

personal).

Surco de plantas

Parra muestreada

Figura 4. Patron de colecta del material vegetal

i N
Figura 5. Parcela de vid en Ezequiel Montes, Qro.
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4.3. Aislamientos del hongo
Se cortaron pequeiios trozos de hojas tejido sano - tejido enfermo, se lavaron por

3 minutos con una solucién de hipoclorito de sodio al 3 %, posteriormente se
enjuagaron con agua destilada estéril y se secaron en papel absorbente (sanitas)
por 5 minutos junto al mechero (Figura 6) y (Cuadro 1) (Protocolo utilizado en el
Laboratorio de Investigacion de Fitopatologia del Depto. de Parasitologia Agricola,
UACHh).

Figura 6. Desinfeccion de material vegetal

Para sembrar el material vegetal esterilizado, se preparé medio de cultivo PDA
(100 g de papa, 20 g de dextrosa y 18 g de agar) en un 1 L de agua destilada y se
esterilizo en autoclave a 121° C (15 Ib) por 15 min. Una vez preparado el medio se
dejé enfriar y se vacié en cajas Petri desechables de 10 cm de diametro bajo
condiciones asépticas. Se sembraron 4 trozos de hojas por muestra en cajas Petri
con medio de cultivo, se sellaron con parafilm y se mantuvieron en condiciones de
laboratorio a 27 °C, por 3 dias. Transcurrido este tiempo, se observaron distintas
colonias creciendo sobre el medio de cultivo. Se extrajo una parte de este

medio de cultivo y se transfirieron a cajas nuevas con el objetivo de purificar las
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27 °C en laboratorio, hasta que estos presentaron esporulacion (aprox. 3 dias).

Cuadro 1. Aislamientos de hongos endofiticos, cultivar y zona geografica donde

fueron colectados.

No. | Aislami Variedad Municipio No. Aislami Variedad Municipio
ento ento

1 H1 Malbec Ezequiel 26 H26 Cabernet Tequisquia
Montes Sauvignon pan

2 H2 Malbec Ezequiel 27 H27 Malbec Tequisquia
Montes pan

3 H3 Malbec Ezequiel 28 H28 Malbec Tequisquia
Montes pan

4 H4 Malbec Ezequiel 29 H29 Malbec Tequisquia
Montes pan

5 H5 Malbec Ezequiel 30 H30 Malbec Tequisquia
Montes pan

6 H6 Cabernet Ezequiel 31 H31 Malbec Tequisquia
Sauvignon Montes pan

7 H7 Cabernet Ezequiel 32 H32 Malbec Tequisquia
Sauvignon Montes pan

8 H8 Cabernet Ezequiel 33 H33 Merlot Tequisquia
Sauvignon Montes pan

9 H9 Cabernet Ezequiel 34 H34 Merlot Tequisquia
Sauvignon Montes pan

10 H10 Cabernet Ezequiel 35 H35 Merlot Tequisquia
Sauvignon Montes pan

11 H11 Merlot Ezequiel 36 H36 Merlot Tequisquia
Montes pan

12 H12 Merlot Ezequiel 37 H37 Merlot Tequisquia
Montes pan

13 H13 Merlot Ezequiel 38 H38 Merlot Tequisquia
Montes pan

14 H14 Merlot Ezequiel 39 H39 Chardonnay | Tequisquia
Montes pan

15 H15 Merlot Ezequiel 40 H40 Chardonnay | Tequisquia
Montes pan

16 H16 Chenin blanc | Ezequiel 41 H41 Chardonnay | Tequisquia
Montes pan

17 H17 Chenin blanc | Ezequiel 42 H42 Chardonnay | Tequisquia
Montes pan

18 H18 Chenin blanc | Ezequiel 43 H43 Chardonnay | Tequisquia
Montes pan

19 H19 Chenin blanc | Ezequiel 44 H44 Chardonnay | Tequisquia
Montes pan
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20 H20 Chenin blanc | Ezequiel 45 H45 Moscatel Tequisquia
Montes pan

21 H21 Cabernet Tequisquiapan | 46 H46 Moscatel Tequisquia
Sauvignon pan

22 H2 Cabernet Tequisquiapan | 47 H47 Moscatel Tequisquia
Sauvignon pan

23 H23 Cabernet Tequisquiapan | 48 H48 Moscatel Tequisquia
Sauvignon pan

24 H24 Cabernet Tequisquiapan | 49 H49 Moscatel Tequisquia
Sauvignon pan

25 H25 Cabernet Tequisquiapan | 50 H50 Moscatel Tequisquia
Sauvignon pan

4.4. ldentificacion molecular
Se eligieron 12 crecimientos, tomando al azar 6 cultivos del municipio de Ezequiel

Montes y 6 cultivos del municipio de Tequisquiapan para realizar la identificacion
molecular (Cuadro 2).
Cuadro 2. Aislamientos de hongos enddfitos seleccionados para la identificacion

molecular
No. Aislamiento Variedad Municipio

1 H1 Malbec Ezequiel Montes

2 H4 Malbec Ezequiel Montes

3 H7 Cabernet Ezequiel Montes
Sauvignon

4 H9 Cabernet Ezequiel Montes
Sauvignon

5 H13 Merlot Ezequiel Montes

6 H20 Chenin blanc Ezequiel Montes

7 H2 Cabernet Tequisquiapan
Sauvignon

8 H27 Malbec Tequisquiapan

9 H39 Chardonnay Tequisquiapan

10 H44 Chardonnay Tequisquiapan

11 H49 Moscatel Tequisquiapan

12 H50 Moscatel Tequisquiapan
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La identificacion molecular se llevé a cabo en el laboratorio de biotecnologia de
semillas del Instituto de Recursos Genéticos y Productividad del Colegio de
Postgraduados, Montecillos, México. Se identificaron por medio de la amplificacion
y secuenciacion de la region (ITS) de la unidad 16s del ADN ribosomal mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con los primers ITS5- ITS4 (Silva,
2014%).

4.4.1. Extraccién de ADN para hongos método CTAB 2% y acetato de sodio
Se utiliz6 el protocolo de Doyle & Doyle (1990), para la obtenciéon de ADN

gendmico CTAB:

Se precalent6 el CTAB 2% (Tris-HCL 10 Mm p.H. 8.0; Na, EDTA 2 H,O 20 Mm,
pH 8.0; CTAB 2%; NaCl 1.4 M) a 60 ° C. Se etiquetaron previamente los tubos
eppendorf a utilizar. De cada uno de los 12 aislamientos seleccionados, se colocé
en cada uno de los tubos eppendorf de 2 ml de volumen, previamente etiquetado,
una porcion de 1 cm? de medio de cultivo con el hongo a analizar, esto debido a
que hubo buena cantidad de micelio y no se necesit6 de preparar el cultivo en
nitrégeno liquido. Posteriormente se coloc6 1000 pL de CETAB % a cada uno de
los tubos (Figura 7a), mezclando por inmersién para homogenizar el tejido con la
solucion amortiguadora. Después se incubaron los tubos eppendorf a una
temperatura de 96 ° C, por una hora, dando un vortex a intervalos de cada 10
minutos (Figura 7b). Se retiraron los tubos de la incubadora y se dejaron enfriar
por 10 minutos, después se centrifugaron a 11150 rpm por 5 minutos, el
sobrenadante se coloco6 en tubos de 1.5 pL previamente etiquetados y agregando
a estos 500 pL de cloroformo-isoamilico (24:1) a cada tubo se mezclan se
mezclaron posteriormente por inmersion durante 10 minutos y a continuacion se
volvié a dar una centrifugada a 11150 rpm por 10 minutos (Figura 7c), en tubos
eppendorf nuevos previamente etiqguetados se coloc6 700 pL de cloroformo-
isoamilico (24:1) y se agrego a estos el sobrenadante después de la centrifugada.
Posteriormente se mezclaron por inmersiéon durante 10 minutos a temperatura

ambiente, después de esto se colocaron en la centrifuga nuevamente por 10

1 . . .y
No publicado, comunicacién personal.
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minutos a 10000 rpm. Por otra parte, en tubos nuevos previamente etiquetados se
adicion6 950 pL de etanol 100 % frio y se refrigeré a -20 © C antes de utilizarlos, y
después se paso el sobrenadante a estos tubos. Se Mezclé al menos 7 veces por
inmersion y se incubd por 2 horas a 20 °© C. Después de este tiempo se volvio a
centrifugar a 11150 rpm por 30 minutos a continuacion se desecho el
sobrenadante evitando perder la pastilla (Figura 7d). Posteriormente se suspendio
la pastilla en 400 pL de TE y se incubd a 55 ° C por 15 minutos, se afadié 34 uL
de NaOAc 3M y 1 ml de etanol al 95 %. Se volvio a incubar a - 20 ° C durante 1
hora. Pasado este tiempo los tubos se colocaron en la centrifuga a 11150 rpm
durante 5 minutos y después se desechd el sobrenadante. Finalmente se dio un
altimo lavado a la pastilla adicionando 600 pL de isopropanol al 70 %, a los tubos
se les dio nuevamente una centrifugada a 11150 rpm durante 5 minutos y se
desech6 el sobrenadante, después se dejé0 secar la pastilla a temperatura
ambiente (Figura 7e). Por ultimo se resuspendi6 la pastilla en 100 pL de TE y se

conservé a— 20 ° C hasta su posterior uso.

Figura 7. Procedimiento de DNA de hongos mediante el método de CETAB 2%; a) Adicién de
CETAB 2% en cada tubo; b) Colocacién de tubos eppendorf a una temperatura de 96 © C; c)
Centrifugacién de muestras; d) Desecho de sobrenadante; e) Secado de la pastilla de DNA vy f)
Material genético diluido en TE.
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4.4.2. Cuantificacion del DNA
Durante el aislamiento del material genético pueden co-extraerse otras moléculas

indeseables que tienen una absorbancia maxima de luz (UV) en diferentes
longitudes de onda a la de los &cidos por lo anterior las 12 muestras fueron
cuantificadas en un espectrofotbmetro Nano Drop 2000c de BIORAD® y se

determind la relacion 260/280 nm que nos indica la calidad del ADN (Figura 8).

Figura 8. Cuantificacién de &cidos nucleicos por espectrofotometria

4.4.3. ldentificacion molecular por Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR)

Para la realizacién de la PCR se sigui6 el método descrito por Sambrook (1986) y
Bainbridge et al, 1990 para bacterias y hongos:

Se realizé la identificacion de las 12 muestras seleccionadas amplificando la
region ITS (espacio transcrito interno) mediante la técnica de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), de acuerdo a los protocolos del laboratorio de
Biotecnologia y Bioquimica de Semillas del Colegio de Postgraduado. Se tomaron
los reactivos necesarios para la preparacion de la mezcla de la reaccién Mix, todos
estuvieron bajo condiciones de frio (durante la preparacién de la mezcla) (Cuadro
3).
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Cuadro 3. Reactivos utilizados para la preparacion de la reaccién mix utilizada en
PCR convencional.

Reactivo 1x (uL) 13x (L)
Buffer 3.0 39.0
DNTPs 0.6 7.8
Primer; ITS5 0.18 2.34
Primer, ITS4 0.18 2.34
Tag. ADN polimerasa 0.18 2.34
Agua HPLC 7.86 102.18
ADN 3.0 39.0

Después de realizar los célculos correspondientes para determinar la cantidad de
reactivos a utilizar en la técnica de PCR, en un tubo previamente etiquetado de 1.5
ml, se adicionaron los reactivos primero se coloc6 el agua HPLC (102.18 pL),
después el Buffer mezcla en la cual ya viene el CIMg (39.0 pL), posteriormente los
DNTPs (7.8 uL), luego los PRIMERs ITS5 (5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
3) y ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’), 2.34 pL de cada uno
respectivamente y finalmente se adiciono la Tag. ADN polimerasa (2.34 uL), este
altimo reactivo siempre debe permanecer en condiciones de -20 ° C. Una vez
colocados todos los reactivos se le dio un vortex para tener una mezcla
homogénea, después en una gradilla completamente esterilizada se colocaron
tubos nuevos especiales para PCR previamente etiqguetados, posteriormente se
afiadié 12 pL de la reaccion mix a cada uno de los tubos para PCR, después se
adicion6 a cada tubo 3 pL de DNA para esto fue necesario cambiar las puntas y
evitar que se contaminaran las muestras. Cada tubo conto con un volumen de 15
puL. Después se colocaron en un termociclador (BIORAD®-ADN Engine), con el
siguiente programa: un ciclo a 95 °C por 4 min, un ciclo a 95° por 2 min, un ciclo a
55 °C por 1 min, 35 ciclos a 72 °C por 2 min y finalmente un ciclo a 72 °C por 2

min.
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4.4.4. Electroforesis
Una vez obtenido el producto de PCR, se prosiguid a evaluar las muestras

mediante una electroforesis para determinar el tamafio del material genético segun
el marcador molecular utilizado, que en su caso fue de 1 Kb. Para realizar este
procedimiento se hizo la preparacion del Buffer TAE 1X (compuesta por Tris,
Acetato y EDTA), el cual viene a una concentracion de 10X. Después se prosiguio
a preparar el gel al 1.5 % de concentracion, para esto, en un matraz se adiciono
100 ml de TAE 1X, y se agrega 1.5 gr de agarosa, para obtener una mezcla
homogénea e hialina se somete al horno por 2 minutos. Posteriormente se afiadio
2 ml el reactivo GelRed, el cual sirvi6 para revelar las bandas en el
transiluminador, y ya no se utilizé6 el bromuro de etidio. Una vez que la mezcla
alcanzo una temperatura ambiente se prosigui®é a preparar la cadmara de
electroforesis, anivelandola y colocando los peines para la formacién de los
pocillos. Después se vacio la mezcla en la camara (Figura 9a) y se dejé reposar
durante 30 minutos para que se formara el gel, posteriormente se vacio a la
camara el buffer TAE 1X, y se cargaron las muestras en cada uno de los pocillos,
para esto se utilizé un buffer de carga verde (Figura 9b) para la visualizacién de
las muestras. Se coloc6 1.5 pL de buffer carga verde y 3 uL de material genético.
Una vez cargadas todas las muestras se conectaron a la energia eléctrica durante
1:40 minutos a 70 V. Después de este tiempo se visualiz6 el gel en el
transiluminador EDAS- Kodak (Eastman Kodak Co. New Haven, CT, USA).

Figura 9. a) Camara de electroforesis y b) Buffer colorante verde
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4.4.5. Limpieza del DNA para secuenciacion
Después de la PCR se agregé EXOSAP reactivo que siempre debe de estar en

frio. Para esto se coloco 5 pL del producto de PCR en un tubo nuevo previamente
etiquetado y se adicion6 2 pL de EXOSAP, se dio un vortex y se colocaron las

muestras nuevamente en el termociclador (Silva, 2014%).

4.4.6. Secuenciacion del ADN y comparacion en el GenBank®
El ADN purificado fue secuenciado en el laboratorio de biotecnologia de semillas

del Instituto de Recursos Genéticos y Productividad del Colegio de
Postgraduados, Montecillos, México, usando el software BioEdit (Ibis Biosciences,
Carlsbad, CA, USA), donde se obtuvieron las secuencias consenso para llevar a
cabo su comparacion empleando la aplicacion BLAST del GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.qgov) para obtener las posibles homologias con secuencias

almacenadas en la base de datos (Silva, 20143).

4.5. Velocidad de crecimiento
De los doce aislamientos seleccionados se tom6 medidas de la velocidad de

crecimiento radial sobre la caja Petri con medio de cultivo solido donde se
sembraron los aislamientos, la medicion se realiz6 durante ocho dias

consecutivos, realizando las mediciones en mm y cm (Figura 10).

2y3 . . . s
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Figura 10. Velocidad de crecimiento de los aislamientos durante ocho dias de medicién: a) Dia
uno; b) Dia dos; ¢) Dia tres; d) Dia cuatro; e) Dia cinco; f) Dia seis; g) Dia siete y h) Dia ocho.

4.6. Prueba de patogenicidad
Una vez obtenidos los resultados del GenBank, se procedié a evaluar las cepas

identificadas, utilizando los siguientes aislamientos para la prueba de

patogenicidad (Cuadro 4).

Cuadro 4. Aislamientos evaluados en la prueba de patogenicidad

No. Aislamiento Variedad Municipio
5 H13 Merlot Ezequiel Montes
12 H50 Moscatel Tequisquiapan
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Para realizar esta prueba se procedié a preparar la suspension de inéculo con los
aislamientos mencionados anteriormente, los materiales utilizados fueron un
matraz de 500 ml de volumen, un atomizador, una licuadora, agua destilada-esteril
y el aislamiento 5 y 12, y para la caAmara humedad se utiliz6 una charola, sanitas
esterilizadas, plastico transparente para cubrir, y el material vegetal a inocular

usando 5 racimos de uvas para cada aislamiento (Figura 11).

Figura 11. Material utilizado para la prueba de patogenicidad

Se licué en 250 ml de agua destilada-esteril y glicerina cada uno de los
aislamientos, desprendiendo el hongo con todo y medio de cultivo, posteriormente
se vertid6 en un recipiente hasta aforar a 2 litros de agua, después en un
atomizador se colocé la solucién de inéculo (1x10%), por otro lado se prepararon
dos camaras humedas y se colocaron 5 racimos de uvas en cada una de ellas, a
continuacion se inoculo cada una de las camaras con el hongo correspondiente
(Figura 12ay 12b).
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Figura 12.- a) Inoculacién de racimos de uva y b) Camara humedad después de inocular

La evaluacion se realiz6 durante ocho dias, determinando las lesiones y

fructificaciones asexuales de Phoma sp.. y Phoma glomerata.

4.7. Evaluaciéon de datos
Los datos obtenidos del crecimiento micelial se analizaron mediante el programa

The SAS System for Windows 9.0 de acuerdo a la prueba de la LSD (p< 0.05).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Identificacion molecular
De las secuencias obtenidas de los 12 aislamientos producto de la PCR de la

region ITS4 y ITS5 del ADN ribosomal fueron homologas en un 99 % y 100 % a
las secuencias depositadas en el GenBank (Cuadro 5).

Cuadro 5. Secuencias obtenidas de 12 aislamientos obtenidos de muestras de
hojas de vid y comparadas en el GenBank

Aislamiento Especie % de similaridad Municipio
identificada

H1 Alternaria alternata 100 Ezequiel Montes
H4 Phoma sp. 100 Ezequiel Montes
H7 Alternaria alternata 99 Ezequiel Montes
H9 Alternaria alternata 100 Ezequiel Montes
H13 Phoma sp. 100 Ezequiel Montes
H20 Alternaria alternata 100 Ezequiel Montes
H2 Alternaria alternata 100 Tequisquiapan
H27 Phoma sp. 99 Tequisquiapan
H39 Phoma sp. 100 Tequisquiapan
H44 Phoma glomerata 99 Tequisquiapan
H49 Alternaria alternata 99 Tequisquiapan
H50 Phoma glomerata 99 Tequisquiapan

En estos resultados se describe la composicion de las comunidades de hongos
encontrados dentro de los tejidos de varios cultivares de vid de la region viticola
del estado de Querétaro, de manera general los hongos asociados se encuentran

dentro de los ascomicetos y deuteromycetos (hongos imperfectos), donde del 100
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% de los hongos identificados, el 50 % de los aislamientos pertenecen a Alternaria
alternata encontrados en las variedades Malbec, Cabernet Sauvignon, Chenin
blanc y Moscatel; el 33 % a la especie Phoma sp., hallados en las variedades
Malbec, Merlot y Chardonnay; y el 17 % pertenece a la especie Phoma glometara
aislados de los cultivares Chardonnay y Moscatel.

Segun Musetti et al., (2006), Alternaria alternata también ha sido identificado como
agente de biocontrol prometedor contra patologias especificos como el mildiu de la
vid causada por Plasmopara viticola, sin embargo, es importante mencionar que
actualmente no se tienen estudios que respalden este planteamiento, por lo tanto
se sigue considerando a Alternaria alternata como un agente fitopatolégico de
muchas especies cultivables. En cuanto a Phoma sp., y P. glomerata se tienen
varios experimentos donde se plantea su accion como control bioldégico debido a
gue se le han encontrado sustancias antifungicas como lo menciona Closse et al.,
(1966), quien aislé de este hongo una sustancia llamada epoxydon y le atribuye la
capacidad de ser antitumoral para algunas especies que son atacadas por hongos
gue causan tumores o agallas en las plantas cultivables. Nagasawa et al. (1978)
menciona que epoxydon funciona como una sustancia fitotoxica, en primera
designada como phyllosinol, desde Phyllosticta sp., la fitotbxina caus6 necrosis en
las hojas de trébol rojo (Trifolium pratense L.), trébol blanco (T. repens), alfalfa
(Medicago sativa), avena (Avena sativa) y el mijo japonés (Echinochloa
frumentacea) cuando se pulveriza a 100 mg/ml (Sakai et al., 1970).

En el municipio de Ezequiel Montes se encontré6 en un 66.67 % a Alternaria
alternata, en un 50 % a Phoma sp. y en el municipio de Tequisquiapan 33.34 % a
Alternaria alternata, 50 % a Phoma sp. y 100 % de Phoma glomerata. Lo anterior
corresponde a lo sefialado por Carroll y Carroll, (1978), donde menciona que la
composicion de la diversidad, abundancia y especies de endoéfitos depende de
muchos factores tales como el sitio de muestreo, la edad del tejido, y la ubicacion
geografica, este ultimo reconocido como uno de los mas importantes. Asi mismo lo
menciona Bills et al., (1992), donde informa que la composicion de la abundancia,

diversidad y especies de endofitos puede ser fuertemente influenciado por la
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localidad de muestreo. De acuerdo a lo anterior se observa que hay variacion en
cuanto a la diversidad y abundancia de los hogos enddfitos, para el caso de
Phoma y P. glomerata que se reportan como agentes de control biolégico, se
pueden utilizar potencialmente en el manejo biolégico de hongos fitopatogenos en
el cultivo de la vid en el municipio de Ezequiel Montes y Tequisquiapan, Qro.
(Figura 13).

Figura 13. Phoma sp. (ay b) y P. glomerata (c y d) obtenidos de hojas de vid en la zona viticola de
Querétaro.

5.2. Identificacion morfoldgica
De los hongos identificados, se realizé la descripcion morfolégica de Phoma

glomerata para conocer sus caracteristicas estructurales, donde se observé la
presencia de micelio de color castafo, los conidios unicelulares, ligeramente
curvados, oblongos y ovalados con extremos redondeados, hialinos (Figura 14)
por su aspecto los conidios son parecidos a los de Alternaria sp. Los picnidios son
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casi esféricos de color café oscuro con paredes delgadas de tamafio muy variable
y con un conspicuo ostiolo protuberante (Figura 15).

Segun Nadal et al., (1991), menciona que las colonias son poco caracteristicas ya
gue su aspecto y coloracion varia segun la relacion C/N del sustrato y edad del

cultivo. La relacion antes indicada influye en la formacion de picnidios.

e

LRAE

Figura 15. Picnidios de P. glomerata obtenidos de hojas de vid del estado de Querétaro.

5.3. Velocidad de crecimiento
Los datos utilizados para la grafica de velocidad de crecimiento fueron solo de las

especies de Phoma sp., y P. glomerata. De acuerdo a la prueba de la LSD (p<
0.05) no hay diferencias significativas en cuanto a la velocidad de crecimiento de
los aislamientos de Phoma sp., y P. glomerata, como se observa en el cuadro 6,
siendo todos los aislamientos estadisticamente iguales, en el crecimiento radial

del micelio (Figura 16).
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Cuadro 6. Prueba de medias para la velocidad de crecimiento de los aislamientos
correspondientes a Phoma sp., y P. glomerata

Trat (Aislamiento) Media Agrupamiento
H44 2.3375 A
H13 2.1875 A
H39 2.0625 A
H27 2.0000 A
H4 1.8625 A
H50 1.7125 A

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo a la prueba de la LSD (P
<0.05). Donde el crecimiento de los seis aislamientos es estadisticamente igual.

Velocidad de crecimiento micelial

5
as
a
35
£ ——ta
o 3
=
55 —m—H13
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1 ——H44
0.5 —8—H50
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Figura 16. Velocidad de crecimiento de los hongos Phoma sp., y P. glomerata aislados de hojas de
vid, donde se observa el crecimiento del micelio en dias.

Se aprecia gue los aislamientos de Phoma sp. y P. glomerata tienden a tener un
comportamiento similar en cuanto a crecimiento radial de micelio. Gutiérrez et al.,
(1999), mencionan que la medicion de la velocidad de hongos filamentosos, indica
la capacidad del microorganismo para colonizar algun sustrato empleado, el
crecimiento radial es un método propuesto para evaluar la capacidad de los
hongos para invadir y adaptarse a los nutrientes sobre un sustrato. Otro aspecto
importante son las condiciones ambientales que requiere el hongo para germinar y
crecer sobre su hospedante u sustrato, como el factor agua que segun Fernandez
(1961), manifiesta que el agua es indispensable para la germinacion del hongo y
para su proceso de invasion. Por otra parte Devarajan (2006), menciona que la

lluvia es uno de los principales diseminadores del hongo. Sin embargo Gémez,
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(1976) y Bucker et al., (2012), mencionan que el 6ptimo de germinacion en Phoma
sp., se consigue con una pelicula de agua alrededor de las conidias, lo cual no
necesariamente requiere altas o abundantes precipitaciones.

Salgado et al.,, 2003 reporta que se requiere una temperatura Optima para el
desarrollo de los conidios de 20 °C, mientras que Fernandez (1961), menciona
que a temperaturas minimas inferiores a 14 °C se generan un incremento en el
desarrollo del hongo.

La humedad relativa para el desarrollo del hongo debe ser superior a 80 % (Hata,
2008). Y para las horas luz Gutiérrez (1999), manifiesta que la mejor expresion

del hongo se presenta entre las 3 y las 6 horas.

5.4. Prueba de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad in vitro son una herramienta efectiva ya que arrojan
resultados rapidos y un procedimiento efectivo (Grupo Upia, 2007). De acuerdo a
los resultados obtenidos en la prueba de patogenicidad, se observé que no hubo
presencia de lesiones en los frutos, solo hubo presencia de estructuras
morfolégicas en los raquis del racimo (Figura 17), asi como se describe en el
Cuadro 7, donde ambos hongos no generaron podredumbre ni invasion de los
racimos, a comparacion del raquis donde en ambos hongos si se presentd la
invasion del tejido, lo que confirma su posible papel como antagonista de los

patdgenos de la vid coincidiendo con Arie et al.,(1998).

Cuadro 7. Pruebas de patogenicidad realizadas en racimos de uva con Phoma sp.
y P. glomerata

Hongo Podredumbre o | Podredumbre o | Signo presente
inoculado invasion del invasion de
fruto raquis
Phoma sp. - + +
P. glomerata - + +
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Figura 17. Sintomas y lesiones en racimos de uva, después de ocho dias de evaluacion; a) Phoma
sp. y b) P. glomerata

Cabe mencionar que hubo presencia de otros hongos como Botrytis sp. y
Rhizopus stolonifer (Figura 18 ) conceptuados como contaminantes (Agrios,2005)
qgue ejercen en el hospedante estudiado, un papel patdgeno, ya que al cubrir la
superficies de las mismas degradan las paredes celulares del fruto llevando
consigo una rapida pudricién del fruto. Asi desencadenando la germinacion de
otros patdgenos de almacenamiento como Aspergillus sp. y Penicillium sp. (Figura
19).

Figura 18. a) Invasion de Phoma sp. y b) Invasion de P. glomerata, ambos inoculados sobre
racimos de vid.
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Figura 19. a) Rhizopus stolonifer y b) Botrytis sp., en frutos de uva, hongos contaminantes durante
la evaluacion de la prueba de patogenicidad.

Los conidios de Phoma sp., provocan invasion en las partes lefiosas de la planta,
asi como se observo en la prueba de patogenicidad, tal como lo menciona Dikson,
(1956), donde menciona que este hongo origina sintomas en tallos y hojas de vid.
También coinciden con los resultados obtenidos por Regnault et al., (1987) donde

observo los mismos sintomas en plantulas de colza.
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VI. CONCLUSIONES

En la zona viticola ubicada en los municipios de Ezequiel Montes y Tequisquiapan
en el estado de Querétaro, se detecté a Phoma sp., y P. glomerata mediante
andlisis de secuencias ITS. Asimismo, estas especies se han reportado en la
literatura como especies endoéfitas. También se encontré a Alternaria alternata el

cual se reporta como patdgeno de otras especies de cultivos.

Malbec, Merlot, Chardonnay y Moscatel fueron las variedades de vid, en donde se

encontraron las especies de hongos endofitos identificados.

La diversidad de hongos enddfitos varia de acuerdo a la ubicacion geografica,
donde Phoma sp., se detectd6 en el municipio de Ezequiel Montes vy

Tequisquiapan, y Phoma glomerata en el municipio de Tequisquiapan.

No existe diferencias significativas en la velocidad de crecimiento micelial de

Phoma sp., y P. glomerata.

Phoma sp., y P. glomerata no son especies patdgenas para el cultivo de la vid, de
acuerdo a los resultados de pruebas de patogenicidad realizados en frutos de uva

a nivel de laboratorio.
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