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En este trabajo se estudia el modo de colonizacion del mesofi-
lo de la hoja por parte del hongo (P. viticola), en dos genotipos
de vid, uno altamente resistente (Vitis riparia) y otro altamen-
te susceptible (Vitis vinifera cv. Albarino). Los resultados de-
muestran que el desarrollo fue diferente en las hojas de las
plantas resistentes que en las de las plantas susceptibles.

asmopara viticola (Berk. and
urt.) Berl. and de Toni, es el
agente causante del Mildiu en

las Vitaceas, y es uno de los patégenos
que provoca las mayores pérdidas en
produccioén y calidad de los vinos, en
los vinedos europeos. Aunque la enfer-
medad se controla con la aplicaciéon de
fungicidas, las condiciones climaticas
en las que se desarrolla gran parte de la
viticultura europea y dentro de Espana
la de la zona Norte y Noroeste, obligan
a los viticultores a la aplicacién de nu-
merosos tratamientos contra el mildiu
(P. viticola), que no siempre son efica-
ces. Ademas de las pérdidas de
cosecha que se producen algu-
nos afos, la aplicaciéon conti-
nuada de tratamientos provoca
un fuerte deterioro del medio
ambiente, la aparicion de cier-
tas resistencias, etc. Por todo
ello, se buscan alternativas que
eviten, o al menos disminuyan,
el uso de este tipo de produc-
tos, de manera que favorezca
una viticultura més sostenible,
rentable, sana y respetuosa con
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el medio ambiente. Una de las opcio-
nes es la utilizacion de plantas resis-
tentes o con un cierto grado de resis-
tencia.

Segin diversos autores (Boubals,
1959, 1961; Galet, 1995; Ypema y Gu-
bler, 2000), dentro del género Vitis
hay grandes diferencias en cuanto a la
resistencia a Mildiu. Mientras que la
mayoria de variedades de la especie Vi-
tis vinifera L., son susceptibles, otras
especies de Vitis como las que proce-
den del continente Americano o Asiati-
co, son parcialmente susceptibles o al-
tamente resistentes. Sin embargo, di-

La aplicacion continuada
de tratamientos provoca un
fuerte deterioro del medio

ambiente. Una de las opciones

es la utilizacion de plantas
resistentes

versos estudios apuntan a la existencia,
entre las diferentes viniferas, de distin-
tos grados de susceptibilidad a Mildiu.
En los genotipos susceptibles, P. viti-
cola desarrolla esporangioforos sobre
la superficie abaxial de las hojas infec-
tadas, mientras que en los menos sus-
ceptibles, el hongo produce pocos es-
porangio6foros y algunas manchas ne-
crobticas en los puntos de infeccion. En
los genotipos resistentes, P. viticola
provoca una respuesta de hipersensibi-
lidad por parte de la planta, de manera
que se interrumpe el desarrollo del
hongo y sélo son visibles pequenas
manchas necréticas. La presencia de
estas necrosis en las variedades resis-
tentes, es algo ya demostrado por dife-
rentes autores (Langcake et al., 1980;
Barlass et al. 1987; Dai et al., 1995;Bu-
sam et al., 1997 a; Kortekamp et al.,
1998; Brown et al., 1999 a; Unger,
2001; Dick, 2002; Rumbolz et al.,
2002; Kortekamp y Zyprian, 2003;
Kassemeyer, 2003; Boso et al.; 2006).
La respuesta de hipersensibilidad a la
que se hace referencia, esta relaciona-
da con la muerte programada de las cé-
lulas alrededor del punto de la hoja en
el que se produjo la infeccion, con la li-
beracion de diferentes tipos de oxigeno
reactivo (Raskin, 1992; Kortekamp y
Zyprian, 2003), con procesos de ligni-
ficaci6on, formacion y sintesis de calosa
alrededor de los estomas, con la pro-
duccién de fitoalexinas, ete. Los distin-
tos nieveles de susceptibilidad a Mildiu
también parecen estar relacionadoso
con ciertas caracteristicas morfologicas
o histoldgicas de la planta (Ribereau-
Gayo6n y Peynaud, 1971; Jeandet y Bes-
sis, 1989; Staudt y Kassemeyer, 1995;
Kortekamp y Zyprian, 1999; Korte-
kamp et al., 1999; Bessis et al., 2002;
Gabler, 2003).

Aunque a mediados del siglo XX se
iniciaron los primeros estudios sobre



Foto 1:
Expresion de los sintomas de P. viticola en hojas y discos en los
genotipos susceptibles y resistentes de Vitis. A1-A3: Vitis vinifera
cv. Albarifio; B1-B3: Vitis riparia.

la susceptibilidad a Mildiu en viniferas,
éstos se limitaban a las variedades mas
ampliamente conocidas a nivel inter-
nacional, empleando ademaés escalas
visuales subjetivas, basadas funda-
mentalmente en estudios de campo.
Actualmente los avances en las técni-
cas de analisis y estudio, han permitido
profundizar en determinados aspectos
como la descripcidén y visualizacion de

Grafico 1:

la morfologia y desarrollo del hongo.
Se ha avanzado también en el estudio
de las etapas del proceso de infeccion
del Mildiu, asi como la duracién del
periodo de incubacioén y la influencia
de la temperatura, de la humedad rela-
tiva, o de la humedad sobre la hoja en
el proceso de infeccion, periodo de in-
cubacion, y esporulacion. (Blaeser y
Weltzien, 1978; Kiefer et al., 2002;

Parametros de Incidencia y severidad de esporulacién y necrosis,
medidos en los dos genotipos de vid estudiados mediante la técni-

ca de los discos y la de la planta.
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Riemann et al., 2002; Rumbolz et al.,
2002; Musetti, 2004; Boso et al., 2004;
2005a; 2006, Unger et al., 2007).

El objetivo de este trabajo fue analizar
las diferencias en el ciclo asexual de P.
viticola, en dos genotipos de vid, uno
altamente resistente (Vitis riparia) y
otro altamente susceptible (Vitis vini-
fera cv. Albarifio), desde el inicio del ci-
clo con la entrada del hongo, hasta la
produccién de esporangios. Para ello se
utiliz6 el método de la “Técnica de los
discos” propuesto por Staudt et al.
(1995) y por Rumbolz et al. (2002) y el
método de la planta de Boso et al.
(2006). Se observaron y se evaluaron
los sintomas de la infeccion, midiendo
la incidencia y severidad de esporula-
cion y necrosis, y la densidad de espo-
rulacion. Para hacer el seguimiento de
la evolucion de la fase asexual del hon-
go en los discos, se utiliz6 un microsco-
pio de fluorescencia, a través del cual se
tomo nota, durante los cinco dias de in-
cubacion, de diferentes parametros co-
mo la frecuencia de vesiculas subesto-
maticas, frecuencia de hifas, porcentaje
de estomas infectados, porcentaje de
haustorios, longitud de las hifas, etc.

[ Resultados

Pueden verse en el Grafico1y en la
Foto 1 y demuestran que, tal y como ya
se habia observado en otros trabajos
(Boso et al., 2006), el genotipo mas
susceptible present6 una severidad e
incidencia de esporulacion del 100%,
mientras que en el genotipo resistente
no paso del 5%. Por el contrario, en el
genotipo resistente el porcentaje de ne-
crosis fue mucho mas elevado que en
los genotipos susceptibles.

El seguimiento mediante microscopio
de fluorescencia nos ha permitido ob-
servar que en las primeras horas des-
pués de inocular, la velocidad de desa-
rrollo de P. viticola fue muy lenta en
ambos genotipos. Las esporas se diri-
gieron hacia los estomas de manera
muy certera, y una vez aqui, se deshi-
cieron de sus flagelos y se enquistaron
(Kiefer et al. 2002). A continuacion, se
formo un tubo germinativo que alcanz6
la cavidad subestomatica y que poste-
riorme se dilaté formandose la vesicula
subestomatica (Foto 2). De dicha vesi-
cula, surgi6 una primera hifa (hifa pri-
maria), que se fue desarrollando hasta
formar el micelio, extendiéndose den-
tro del tejido de hoja, principalmente
en el espacio intercelular del parénqui-
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Foto 2:

Diferentes fases observadas mediante microscopia de
fluorescencia en el proceso de colonizacion de P. vitico-
la. A: vesicula subestomatica; B: vesicula subestomatica
con septo; C y D: Elongacion de hifa con haustorios; E y
F: hifa bifurcandose, con haustorios y colonizando el
espacio intercelular; G: Esporangioforos con esporan-
gios libres llenos de zoosporas maduras.

Foto 3:

Proceso de colonizacion del espacio intercelular por
P. viticola en los genotipos susceptibles (Vitis vinife-
ra cv. Albarino) y resistentes (Vitis riparia), median-
te microscopio de epifluorescencia y tincion con azul
de anilina. A1-A3: cv. Albarifio a las 24, 48 y 72 hpi
respectivamente; B1-B3: V. riparia a las 24, 48 y 72
hpi respectivamente.

ma esponjoso. Al mismo tiempo se for-
maron los haustorios que penetraron
en las células de la hoja. En los prime-
ros estadios las hifas avanzaron lenta-
mente hasta que los haustorios estu-
vieron perfectamente desarrollados y
fueron funcionales. Esta lentidud en el
desarrollo probablemente fue debida a
que las reservas almacenadas que pre-
sentaban las zoosporas eran muy pe-
quenas.

A partir de las 24h después de la ino-
culacion (hpi), se empezaron a apreciar
diferencias significativas entre ambos
genotipos. En los genotipos suscepti-
bles, los haustorios ya estaban total-
mente desarrollados y las hifas se ex-
tendieron rapidamente entre las célu-
las del mésofilo de la hoja, tendiendo a
llenar los espacios aéreos. A continua-
cion, se observo la aparicion de hifas
bifurcadas y con una disposicion irre-
gular (Fotos 2y 3), comportamiento ca-
racteristico en este estadio del desarro-
llo del hongo. A medida que transcu-
rri6 el tiempo, el area inoculada fue in-
vadida por el hongo que se dispuso en-
tre las células del tejido en empalizada,
y posteriormente alcanz6 la epidermis
superior de la hoja, donde a través de
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los estomas surgieron los esporangio-
foros. Dependiendo de la edad de la
hoja, la lesion adquiri6 una morfologia
y un tamano diferente. Asi, en las hojas
maés viejas el esclerénquima o los teji-
dos lignificados actiaban a modo de
barreras de contencion. El micelio se
acumul6 contra los tejidos y no podia
atravesarlos, pues las paredes celulares
eran muy gruesas y los espacios inter-
celulares muy pequeiios. A las 48hpi,
se observaron muchas infecciones, con
hifas de muchos tamanos, formando el
tipico micelio que se extendia a lo largo
de los nervios de la hoja. A las 72hpi los
esporangioforos con esporangios libres
fueron perfectamente visibles (Foto 2).
Vitis riparia, por el contrario, a las
24hpi, present6 pocas infecciones con
pocas hifas y con pocos haustorios,
aunque estas eran gran tamaino (Foto
3). A las 48 hpi, se observaron todavia
muchas vesiculas subestométicas con
hifas primarias y un bajo porcentaje de
hifas, de formacion muy lenta y de muy
pequefio tamafio. En este intervalo, se
observo perfectamente como el desa-
rrollo del hongo se frenaba y la situa-
ci6n era mas o menos igual después de
seis dias, al cabo de los cuales se obser-

vabaron todavia infecciones que no ha-
bian evolucionado (caracteristica de
las plantas muy resistentes), e hifas de
formacién muy lenta. En algunos casos
y muy raramente, los espacios inter-
costales estaban invadidos por el mice-
lio, pero en baja frecuencia. En los ge-
notipos resistentes, P. viticola no pue-
de completar su ciclo de vida, como
consecuencia de la rapida respuesta de
defensa de la planta (aumento de la
sintesis de fitoalexinas, procesos de lig-
nificacion, formacion de calosa, pre-
sencia de polimeros de glucosa con en-
laces glucosidicos p-1,3, proteinas rela-
cionadas con la patogenesidad, etc).

[ Conclusiones

Puede decirse que las primeras fases
de desarrollo del hongo fueron lentas
para ambos genotipos. La colonizaciéon
por parte del micelio y la esporulacion,
fue muy rapida en el genotipo suscepti-
ble y casi inexistente en el resistente.
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