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RESUMEN

La identificacion del agente causal de la pudricién de racimos de la vid en uva para
mesa en Sonora, ha permanecido sin determinar por muchos afios. Con el objetivo de
identificar el agente causal de la pudricion de racimos de la vid (Vitis vinifera L.) para mesa 'y
establecer su patogenicidad, se analizaron racimos de uva para mesa durante la cosecha y
empaque, en vifiedos de Hermosillo, Sonora. De los tejidos analizados se aislé un hongo, el
cual se caracterizdO morfologica y molecularmente mediante la prueba de PCR, que se
identificod como Botrytis cinerea Pers.:Fr. La etiologia de la pudricion de racimos de la vid, se
confirm6 mediante la inoculacion artificial de suspension de esporas del hongo en racimos de
los cultivares Flame Seedless y Princess Seedless en las etapas de prefloracion, floracion y
postfloracion. El proceso infectivo del hongo se determind mediante el seguimiento
histologico, encontrandose que la germinacion de las esporas y elongacion de los tubos
germinativos se produce de 48 a 72 horas después de la inoculacion (DDI) y la infeccion a
partir de las 96 horas DDI, en la porcidon basal de las bayas. Se determiné la actividad de la
enzima quitinasa durante el proceso de infeccion, encontrdndose que dicha enzima no se
induce por la presencia de Botrytis en la baya. También se comprobd la infeccion latente de
Botrytis en bayas de ambos cultivares, mediante la prueba de PCR: Se discuten los resultados
y las implicaciones para el manejo de Botrytis durante la postcosecha en uva de mesa.

POSTHARVEST BUNCH ROT DISEASE IN TABLE GRAPES (Vitis
vinifera L.). A LATENT THREAT IN SONORA.

Keywords: Biotechnology-Botrytis cinerea-PCR-Sonoran Desert.
ABSTRACT
Identification of the causal agent of bunch rot disease in table grapes at the Sonoran

Desert remained elusive for many years. To establish the nature of the pathogen, samples of
grape clusters were taken during harvest and packing processes in vineyards from Hermosillo,
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Sonora, Mexico. A fungus was isolated, which was morphologically and molecularly
characterized as Botrytis cinerea Pers.:Fr. To confirm the etiology of the bunch rot, artificial
inoculations of B. cinerea were done in Flame Seedless and Princess Seedless cultivars during
pre-bloom, full bloom and post-bloom stages. Cluster samples were taken and fixed at
different time intervals for histological analysis. Spore germination and germ tube elongation
occurred 48 and 72 h after inoculation (HAI) and the infection happened 96 HAI along the
berry basal portion. Likewise, Botrytis infection occurs in spite of the dry and hot weather of
Sonoran desert. Latent infection of Botrytis was verified in berries of both cultivars. This
report shows the latency of B. cinerea during high-temperature weather and its availability for
infection under milder conditions during post-harvest storage.

INTRODUCCION

La produccion de uva de mesa en Sonora, principalmente en Hermosillo y Caborca, es
una actividad importante en la generacion de empleos e ingreso de divisas. Se obtiene una
produccion anual aproximada, de veinte millones de cajas de uva de mesa para exportacion
hacia Estados Unidos, Canadéd y Europa; de esta produccion, un bajo porcentaje se dedica al
mercado nacional (AALPUM, 2006). La pudricion de racimos de la vid (Vitis vinifera L.),
presente en regiones de climas humedos y frios del mundo e inducida por el hongo Botrytis
cinerea Pers.:Fr., causa fuertes pérdidas en racimos en formacion y durante postcosecha
(Flaherty et al., 1981). Es la principal enfermedad de las uvas, tanto en el vifiedo, como
durante la cosecha y postcosecha (McClellan et al., 1973a).

En Sonora, la pudricion de racimos de uva de mesa se presenta al momento de la
cosecha y almacenamiento a bajas temperaturas, antes y durante su transporte al mercado
final. Sin embargo, debido a las temperaturas elevadas que ocurren en Sonora, bajo las cuales
se cultiva la vid en las diferentes regiones del estado, se ha descartado a priori a B. cinerea
como el agente causal; reportdindose otros hongos, aislados de bayas (A4spergillus sp.,
Penicillium sp., Alternaria sp. y Rhizopus sp.) (Gardea-Bejar et al., (2004). Otro factor
importante a considerar, por el que se descarta su presencia, es que la produccion de vid de
Sonora se destinaba principalmente a la vitivinicultura, de forma tal que durante su cosecha,
en los meses de julio y agosto, no se presentaban las condiciones de temperatura favorables
para el desarrollo de la enfermedad. En California, USA, McClellan y Hewitt (1973),
denominaron el problema como pudricién temprana de la vid por Botrytis y establecieron que
el hongo se desarrolla en forma latente en las bayas, infectando durante la floracion, en espera
de la acumulacion de azicares y que cuando los racimos maduran, se cosechan y se enfrian
para su mercadeo, el hongo termina su latencia favoreciendo la pudricion de racimos. Holz et
al., (2003) y Coertze y Holz (2002), reportaron en Sud Africa, la presencia de Botrytis en los
racimos, asociandolo con la base de las bayas y estableciendo que las bayas son resistentes
cuando estan inmaduras y susceptibles cuando maduran. Keller et al, (2003) y Viret et al.,
(2004), establecieron la importancia de la infeccion durante la floracion y el desarrollo de
latencia en tanto las bayas llegan a la madurez; desconociendo, la direccion que sigue la
infeccion y el sitio donde el hongo permanece en latencia en las bayas jovenes.

En base a lo anterior, los objetivos del presente trabajo fueron: a) establecer la causa
de la pudriciéon de racimos de la vid y la importancia de Botrytis como causante de la
pudricion de racimos de uva de mesa bajo las condiciones de cultivo en Sonora, b)
caracterizar la especie del hongo morfologica y molecularmente, ¢) determinar el proceso
infectivo del hongo en los racimos mediante inoculaciones artificiales, cortes histologicos y
seguimiento enzimatico y d) confirmar su latencia mediante PCR.
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo. Durante la cosecha de vid para mesa, se colectaron al azar de los empaques
de los vifiedos de Hermosillo, racimos de los cultivares Flame Seedless y Princess Seedless;
una vez cosechados y sometidos a 20°C antes de su transporte al mercado. Los racimos, sin
sintomas visibles, se trasladaron para su andlisis al laboratorio de control de calidad del
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A. C. (CIAD, A.C.).

Aislamiento. Porciones de racimo intactas, raquis, pedicelos y bayas previamente
desinfestados mediante inmersién en hipoclorito de sodio al 5% (NaOCl) por 3 min, se
colocaron en camara hiimeda (toallas de papel estériles humedecidas con agua estéril en cajas
Petri estériles) con el proposito de obtener esporulacion, se incubaron a 20°C. Una vez
obtenida esta, se tomo una porcion de micelio y esporas y se inocularon en cajas Petri con
medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) (Difco Laboratorios), incubandose a 20°C. De las
colonias formadas, se tomaron los conidios y se hicieron diluciones seriadas (1:10,
1:100,...,1:1,000,000) en agua destilada estéril y se inoculo 1 mL de cada dilucién en cajas
Petri con Agua-Agar e incubaron a 20°C por 24 h para obtener conidios germinados
individualmente y posteriormente transferirlos a PDA a 20°C y asi tener cultivos
monoconidiales puros del hongo y caracterizar las diferentes cepas.

Caracterizacion morfolégica. Esta se llevo a cabo aplicando las claves que para la
identificacion de hongos fitopatogénos reportan Jarvis, (1980); Barnett y Hunter, (1998) y
CAB Internacional, (2001).

Caracterizacion molecular. A partir de aislamientos monoconidiales de Botrytis
cinerea, se extrajo el ADN segun lo reportado por Ahrens y Seemiiller, (1992) mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1% se evalud su calidad y se cuantific6 en un
Espectrofotometro Perkin Elmer (Modelo Lambda Bio 10) mediante la proporcion: Azeo/Aszso
Con la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se amplifico un fragmento de la region
intergénica  ITS1+5.8S+ITS2 ARNr  con el iniciador  universal ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) Y ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White, et al.,
1990). Las reacciones de PCR con un volumen final de 25 pL contenian: 12.145ul de agua
estéril deionizada, 20 ng de ADN problema, 4 uL aislado de las bayas mediante el método de
Lodhi ef al. (1994), buffer de reaccion 1X, 2.75 pL; 1.375 pL de MgCl,, a 1.5 uM, agregando
una mezcla de 2,2 pL. de NTP a 0.2 uM; y de cada iniciador 1.1 pL a 10 pM y se afiadi6 0.33
pL de Tag ADN polimerasa a 1.5 U. Las reacciones de PCR se corrieron en un Termociclador
Perkin Elmer Cetus Norwak (Modelo CT2400); bajo el siguiente programa: desnaturalizacioén
inicial 30 ciclos de 4 min a 95°C, seguido por una hibridacion y extension de 95°C por 1 min,
50°C por 30 seg y 72°C por 2 min respectivamente; y un paso final de extension of 10 min a
72°C. Los productos amplificados se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
1%, tefiidos con bromuro de etidio y la banda se fotografié bajo luz UV. Se purificé con un
paquete QIAquick®PCR de acuerdo con las especificaciones de la compaiiia. Los productos
de PCR se secuenciaron en dos direcciones (5°—3’ y 3’—5’) en un secuenciador automatico
ABI 3700. Las secuencias se analizaron con el software Lasergene 2001%, version 5 de
DNASTAR, Inc. (Anonymous, 2001) y se contrastaron con una base de datos de GenBank del
NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information) segin Korf et al., (2003). Se
consideraron solo los valores cuantitativos mas altos generados por el programa. Las primeras
secuencias alineadas, se alinearon con la secuencia de este estudio mediante alineacion
multiple con el programa W Method de Lasergene (Anonymous, 2001). La secuencia se
depositd en el NCBI. Para asegurar la identidad del hongo mediante técnicas moleculares, se
amplificé un fragmento de ADN proveniente del ADN genémico del hongo, el cudl esta
incluido en la secuencia parcial del gene ARN ribosomal 18S; la secuencia completa para el
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espaciador de transcripcion interno 1 (ITS1), del gene ARN ribosomal 5.8S, y el ITS2, de la
secuencia completa; y la secuencia parcial para el gene ARN ribosomal 28S.

Inoculaciones artificiales in vivo. Con el propoésito de corroborar la patogenicidad del
hongo aislado, a inicios de la estacion de crecimiento del cultivo, se selecciond un vifiedo con
dos lotes separados de los cultivares Flame Seedless y Princess Seedless y se realizaron
inoculaciones artificiales del hongo a racimos de cada cultivar durante las etapas de
prefloracion, floracion y postfloracion. Se sefiald el area a tratar en cada cultivar y se
marcaron los racimos con cintas de pléastico de colores para su identificacion. Cada
inoculacién se efectud con una suspension de esporas de B. cinerea de 3 x 10° conidios por
mL en una solucion de glucosa al 3%; la concentracion de conidios en solucion se determino
mediante un hematocitometro. Se utilizaron como controles negativos o testigos, racimos
asperjados con agua destilada estéril (Waller et al., 2002).

Histopatologia. A fin de determinar el proceso infectivo del hongo, se tomaron
porciones de los racimos inoculados de cada cultivar con cinco repeticiones, incluyendo los
testigos, a las 24, 48, 72 y 96 h post-inoculacion y asi sucesivamente cada 10 dias hasta la
cosecha. Las muestras se colocaron en envases herméticos con fijador FAA (alcohol etilico
absoluto 500 mL, formaldehido 40% 100 mL, acido acético glacial 50 mL y agua destilada
350 mL). Al final de la cosecha, las muestras asi preservadas se procesaron en el laboratorio
de Histopatologia Vegetal, del Instituto de Fitosanidad (IFIT) del Colegio de Postgraduados
en Montecillo, Estado de México. Las muestras se lavaron y se separaron en raquis, pedicelo
y bayas. Se deshidrataron gradualmente en soluciones progresivas de alcohol etilico 50, 70,
96, 100%, xileno 100%, xileno tres cambios. Se infiltraron en Paraplast regular (Sigma
Chemical Co., USA) en un cambiador automatico de tejidos (Tissue Tek II, Sakura
Finetechnical mod. 4640-B). Finalmente se incluyeron en Paraplast nuevo; los cortes (de 8
um) se tifieron con la coloracion diferencial de safranina-verde répido y la del &cido
peryodico. De cada bloque de parafina se obtuvieron 10 portaobjetos, con 5 a 10 cortes cada
una para su observacion al microscopio de luz (Microscopio Micromaster marca Fisher
Scientific con camara digital Sony DSC-F717, Sony Co. Japon) (Dhingra and Sinclair, 1985).

Caracterizacion molecular de B. cinerea en las bayas Debido a que con la
microscopia de luz, no se obtuvo evidencia de la infeccion por Botrytis en las muestras, se
utiliz6 la prueba de PCR. El patron total del ADN gendémico del hongo, se extrajo a partir de
100 mg de micelio y conidios por el método de Lodhi et al., (1994) y la concentracion del
AND se estim6 por Ayq . Bayas inoculadas congeladas de los cultivares Flame Seedless y
Princess Seedless se pulverizaron en nitrogeno liquido para extraer el ADN gendomico segin
lo descrito por Lodhi ef al., (1994). Las reacciones de PCR se realizaron con los iniciadores:
18SARN-Fw  (5’-TTACAGAGTTCATGCCCGAAAG -3°) 'y 18SARN-Rv (5’-
TTAAGTTCAGCGGGTATCCC -3’). Estos iniciadores se disefiaron tomando como base la
region de ADNr contenida en el ITSI y 2, codificando la secuencia 5.8S de ADNr y la
secuencia parcial del 18S ADNr y 29S ADNr, previamente depositados por la Dra. Yanez-
Morales en el GenBank con niimero de acceso AY568636. Las reacciones de amplificacion se
llevaron a un volumen final de 100 pL, conteniendo: 100 ng de ADN total; 10 pL de buffer
10X (600 mM Tris-SO4, pH 8.9 y 180 mM de sulfato de amonio); 3 pL de MgSO, (50 mM);
1 pL de cada iniciador (100 pM/uL); 2 uL de dNTP a 10 mM y 0.5 uL de ADN polimerasa
Taq Platinum de alta fidelidad (2.5 unidades). Las reacciones de PCR se corrieron en un
Termociclador Perkin Elmer Cetus 480, bajo el siguiente programa: 3 min a 94°C seguido por
30 ciclos de 45 seg a 94°C, 30 seg a 57°C, 30 seg a 72°C y una extension final de 7 min a
72°C. Los productos de PCR se analizaron en gel de agarosa al 1% en 0.5X de Tris-Borato
EDTA, tefiidos con bromuro de etidio y observado bajo luz UV.

Analisis de la secuencia de ADN. El ADN amplificado, se purificé con un sistema de
limpieza QIAquick®PCR (Qiagen) y secuenciado en el Laboratorio de Analisis Genético y
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Tecnologia Nuclear (GATC) de la Universidad de Arizona en Tucson, Arizona,USA. Para la
secuencia se usaron los iniciadores 18SARN-Fw y I8SARN.Rv.

Actividad de quitinasa. Se prepararon extractos acuosos de bayas como substratos
para el ensayo fluorometrico de quitinasa, usando el substrato 4-metil-lumbeliferil-[1-N,
N’ N’ -triacetilquitotriosido [4-MU-[1-(GlcNAc)s] tal, como ha sido descrito por Mc Creath y
Gooday, (1992). La longitud de onda de excitacion fue 360 nm y la de emision fue de 450
nm, detectada a una velocidad de una medicion por segundo, en un Espectrofluorometro QM-
2003 (Photon Technologies Int.). Se utilizd como testigo la enzima quitinasa comercial de
Serratia marcescens (Sigma Laboratorios).

RESULTADOS

El aislamiento del hongo en postcosecha, a partir de racimos de uva para mesa, de
vifiedos de Hermosillo; fue la primera evidencia de la importancia potencial de la enfermedad
en la region. La caracterizacion morfoldgica y molecular del hongo, permitié confirmar la
hipdtesis de que Botrytis es el causante de la pudricion de racimos en uva para mesa en los
vifiedos; y debido a que el hongo se aislé de racimos empacados y almacenados a 20°C, se
demostrd también, que el hongo permanece latente en el pedicelo y en la base de la baya
después de la infeccion en floracidon, en espera de mal manejo postcosecha para causar su
dafio.

Muestreo. En los racimos analizados, se encontr6 que Unicamente en aquellos que
habian sido previamente empacados y almacenados a 20°C, para su traslado al mercado,
mostraron desarrollo de infeccion por el hongo, lo que indica aparentemente, que el hongo se
encuentra en forma latente en el tejido y el proceso infectivo lo continia una vez que la fruta
madura se encuentra en proceso de comercializacion.

Aislamiento. El hongo se obtuvo principalmente de las porciones de pedicelo y base
de las bayas de los racimos de los cultivares Flame Seedless y Princess Seedless (Fig. 1 A, B
y C), sin observarse diferencias en cuanto a susceptibilidad o resistencia. No se logré aislarlo
del raquis o cualquier otro tejido. Para el aislamiento del hongo, el medio de cultivo papa-
dextrosa-agar (PDA) a 20°C de incubacion, resultd el mas apropiado (Fig. 1 D). Los cultivos
monosparicos, no produjeron cepas diferentes del hongo que estuvieran causando la pudricion
de los racimos en la region. Aun cuando las caracteristicas morfologicas, entre otras, la
formacién de esclerocios, sugerian a B. cinerea como el agente causal, se llevd a cabo la
caracterizacion molecular para establecer la identidad plena del hongo aislado.

Caracterizacion morfolégica. Las claves aplicadas para el hongo aislado
correspondieron a la especie Botrytis cinerea, con conidioforos rectos de longitud
indeterminada ramificados alternativamente con ramificaciones cortas de 10-30um de
longitud y dapices esféricos gruesos de 8-10um de didmetro sobre los cuales se forman
pequenos denticulos donde se originan conidios hialinos, lisos, unicelulares, individuales
(cenizos y en masa son grises) de forma oval 6 eliptica de 10-12pum de longitud por 8-10pum
de ancho acomodados en un racimo irregular. Esclerocios negros de forma irregular de 2-4
por 1-3 mm.

Caracterizaciéon molecular. El ADN tuvo un peso molecular de 12.2 Kb y la banda
del producto de PCR fue de 600 pb. La porcion de nucleodtido, total secuenciada fue de 492
pb. Las dos direcciones secuenciadas, tuvieron una similitud de 100 y correspondieron a una
secuencia completa de ambas regiones de ITS. La secuencia se aline6 con B. cinerea con
numero de acceso Z73765; esto fue con un 100% de similitud, el valor de alineacion 954 y
0.0% de probabilidad de que fueran de alineacion diferente. Finalmente, la secuencia se
deposito en el NCBI con numero de acceso AY568636.
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Inoculaciones artificiales, in vivo. La suspension de esporas en la solucion de glucosa
fue el vehiculo apropiado para la infeccidon, y asi mismo, la cantidad de inoculo resultd
suficiente para cubrir los tejidos en las etapas de prefloracion, floracion y postfloracion, en
ambos cultivares. Para determinar la infeccion latente del hongo en el tejido inoculado; dado
que no fue posible observar sintomas y reaislar y reinocular al hongo, se aplico la prueba de
PCR, a extractos de bayas inoculadas, detectandose efectivamente la presencia del hongo
(Fig. 2).

Histopatologia. El andlisis al microscopio de luz de las preparaciones tefiidas
comprobd que el inoculo se acumulé principalmente alrededor de la cicatriz de la caliptra
(receptéaculo) y no sobre el estigma de la flor (Fig. 2 A, B, Cy D). Los conidios germinaron
después de las 48 a 72 h después de la inoculacion (DDI), observandose los tubos
germinativos desarrollando paralelamente a la epidermis del tejido antes de penetrar (Fig 3. A,
B y C); lo que sucedid después de las 96 h DDI. Se observo que la penetracion se realizé en
forma directa a través de las células epidérmicas del receptaculo, por medio de la punta del
tubo germinativo de la espora (Fig 3. D). No se observé la formacion de apresorio. Después
de la penetracion, la hifa infectiva crecié solo debajo de la cuticula ¢ entre las células de la
epidermis, excepto en las células que se encuentran alrededor del sitio de infeccion, donde se
detecté la acumulaciéon de granulos de color rojo y estos ocuparon completamente el
citoplasma.

Se usaron métodos moleculares durante las etapas de cosecha y postcosecha en uvas
inoculadas, debido a que no se detecto evidencia histopatologica de la infeccion. Se aplico la
prueba de PCR al ADN total de bayas inoculadas y se analizaron mediante electroforesis en
agarosa. Se uso el ADN de Botrytis y de las muestras de las etapas de floracion, pre y post
floracion de los cultivares Flame Seedless y Princess Seedless para la prueba de PCR,
resultando positiva la amplificacion de la region intergénica (Fig. 4).

Actividad de quitinasa. No se encontro actividad de la enzima quitinasa, en los
extractos de uvas inoculadas, aplicando el ensayo de fluorescencia.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio, demostraron que el hongo Botrytis
cinerea es el causante de la pudricion de racimos en vid para mesa en los vifiedos de
Hermosillo y ademaés se encontré que no hubo diferencias entre los cultivares inoculados. Asi
mismo se encontrd que la infeccion ocurre durante las etapas de prefloracion y floracion,
cuando las condiciones ambientales de temperatura y humedad le favorecen ya que durante
esas etapas se presentan en la region las lluvias de invierno y frentes frios. Estas condiciones
coinciden con lo reportado por McClellan y Hewitt (1973b), en California, U. S. A., quienes
mediante una investigacion denominaron a la enfermedad como pudricion temprana de los
racimos por Botrytis; monitoreando la infeccion en diferentes etapas de desarrollo del racimo,
determinaron que permanece latente en los tejidos de la flor para posteriormente causar la
pudricion de los racimos en postcosecha.

Hewitt, (1974), en California, USA., sefialo que se requieren condiciones ambientales
especiales de temperatura y humedad relativa para el desarrollo de B. cinerea. En reporte
reciente, Gardea-Bejar et al., (2004) sefialan que B. cinerea causa fuertes daios en vid
postcosecha, pero que sus efectos rara vez se observan en los vifiedos de Sonora;
considerando que se requieren condiciones especiales para su infeccion y que el clima seco y
caliente del estado es suficiente para inhibir su infeccion. Sin embargo, las condiciones de
finales de invierno en la region son suficientes para que se establezca la infeccion latente que
bajo condiciones de postcosecha (65% HR y 20°C) reactivaran al hongo.
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El aislamiento de B. cinerea se obtuvo a partir de la esporulacion del hongo sobre
porciones de racimos de uva de mesa colocados en camara humeda, de donde se tomd micelio
y conidios y se inocularon en medio de cultivo PDA a 20°C. Lo que coincide con lo hecho por
Martinez-Fernandez, (2003), que trabajando con la induccion de la infeccion de B. cinerea
us6 hojas de nochebuena con sintomas de tizon foliar y las coloco en camara humeda para
inducir la esporulacion y posteriormente desarrollar el micelio y esporas en PDA a 20°C. Los
resultados obtenidos indican que para que B. cinerea establezca una relacion parasitica con
sus plantas hospedantes debe llevar a cabo el proceso de penetracion, a partir de los conidios
germinados y de micelio creciendo en tejidos muertos de la planta. Cuando la penetracion es
directa en los tejidos sanos del hospedante, es importante saber si este tipo de penetracion
involucra procesos quimicos o mecanicos (Verhoeff, 1980).

Esto apoya lo realizado al inocular artificialmente el hongo donde para propiciar la
penetracion y la infeccion se prepard el inoculo en una solucién de glucosa al 3% como lo
comprobd Martinez-Fernandez, (2003) en nochebuena, donde evaluando glucosa al 3% y solo
agua al momento de la infeccion, encontré que las esporas solo germinaron en la solucion.
Algunos autores indican que es necesario el suministro de nutrimentos para estimular la
germinacion y el desarrollo del micelio sobre la superficie de la planta asi como para la
formacion de apresorios (Clark y Lorbeer, 1976). Durante la interaccion de B. cinerea con su
hospedante, en el area de contacto entre la punta del tubo germinativo de la espora y la
epidermis del hospedante, una pequefa punta infectiva penetra por presion mecanica la
cuticula foliar de nochebuena en un area muy pequeia (Martinez-Fernandez, 2003). Tal y
como se pudo comprobar en los cortes histologicos de flores de vid.

McKeen, (1974), al estudiar el proceso infectivo en hojas de Vicia fabae, encontré que
después de la penetracion, las paredes epidérmicas empiezan a dividirse en dos 0 mas capas y
la cuticula se separa de la epidermis; detectando ademas, la actividad de esterasas en la punta
del tubo germinativo en el momento de la penetracion y sugirid que estas enzimas degradaban
la cuticula del hospedante. Una vez que la cuticula ha sido atravesada, o poco después de la
germinacion y crecimiento de las hifas en los tejidos dafiados o senescentes, se inicia la
secrecion de enzimas que degradan las paredes celulares de las células hospedantes, por lo
que se considera a la pared celular como una segunda barrera ya que en las infecciones
latentes se detiene el desarrollo de la infeccion de B. cinerea (Mansfield y Hutson, 1980).
Esto se observo en las preparaciones histologicas de los racimos, donde se presume que B.
cinerea esta en forma latente en el tejido infectado, ya que se detecto la presencia de
polifenoles en las areas cercanas a los sitios de infeccion; aunque no se pudo observar el
micelio en desarrollo. Sin embargo, no se detectd la induccion de la quitinasa como una
reaccion de defensa contra la infeccion del hongo. Este resultado, es concordante con lo
reportado por Robert et al., (2002) quiénes sehalan que Botrytis no induce la expresion del
ARNm de quitinasa en vid. Este estudio permitirda se continué el estudio de las relaciones
planta-patogeno.
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B) C) A
Fig. 1. Crecimiento micelial y esporas sobre pedicelos y base de las bayas del hongo asociado
con la pudricion de los racimos muestreados, desarrollados en cdmara himeda después de 24
h de incubacion a 20°C A), B) y C). Aislamiento en medio de cultivo PDA con crecimiento
de micelio, esporas y esclerocios después de 7 dias a 20°C, D).
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B)
Fig. 2. Fotomicrografias al microscopio de luz de cortes longitudinales de flores de vid, con
esporas de Botrytis después de la inoculacion, antes de la germinacién A) y B). Porcion del
receptaculo floral con residuos de tejido dejado por la caliptra sitio donde se llevd a cabo la
penetracion del hongo C) y D).

A)

Fig. 3. Fotomicrografias al microscopio de luz de la porcion basal de las bayas con espora de
Botrytis antes de su germinacion A), germinacion y desarrollo del tubo germinativo B),
elongacion del tubo germinativo paralelamente a la epidermis C) y penetracion del tejido D).

Fig. 4. Fotomicrografias al microscopio de luz donde se muestra la germinacion de la espora
de Botrytis sobre el tejido A), penetracion y crecimiento de la hifa en el tejido B) y C),
invasion del tejido de la porcion basal de las bayas D).
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