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VARIABILIDAD GENETICA DE Xanthomonas fragariae Y EVALUACION DE SU
SEVERIDAD EN GENOTIPOS DE FRESA

NOEMI RIVERA ZABALA, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2016.

RESUMEN
En México la produccién de fresa es una actividad de importancia socioeconémica, se
considera el cultivo con mayor indice de empleo por hectérea. Este cultivo es afectado por
diversos patogenos, en base a los dafios que ocasionan destacan: Colletotrichum acutatum,
Botrytis cinérea, Fusarium oxysporum f. sp. fragariae, Phytophthora cactorum,
Verticillium dahliae, Strawberry pallidosis associated virus (SPaV), Beet pseudo yellows
virus (BPYV), Nematodos y Xanthomonas fragariae (mancha angular de la fresa). Esta
ultima es una enfermedad gue tiene gran impacto en viveros, por su comportamiento como
infeccion sistémica, lo que favorece su dispersion a largas distancias a través de estolones
infectados. La variabilidad genética de bacterias se estudia recientemente mediante la
amplificacion y secuenciacion de genes constitutivos. Los genes gyrB y hrp se utilizan para
este fin por su importancia en funciones estructurales de la bacteria. Actualmente no se
cuenta con control eficiente de la bacteria. Debido a que todos los cultivares utilizados
comercialmente en el pais son susceptibles a la enfermedad, la obtencién de variedades
resistentes resulta de gran importancia para su manejo. Para tal fin es de importancia medir

la intensidad de dafio de la enfermedad en diversos genotipos.

Palabras clave: mancha angular de la fresa, Fragaria ananassa, gyrB, hrp, escala

diagramatica de severidad.



GENETIC VARIABILITY OF Xanthomonas fragariae AND EVALUATION OF ITS
SEVERITY ON STRAWBERRY GENOTYPES

NOEMI RIVERA ZABALA, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2016.

ABSTRACT
In Mexico, the strawberry production is an activity of economic importance, is considered
considering the crop with the highest employment per hectare. This crop is affected by
various pathogens, based on the damage are: Colletotrichum acutatum, Botrytis cinerea,
Fusarium oxysporum f. sp. fragariae, Phytophthora cactorum, Verticillium dahliae,
Strawberry pallidosis associated virus (HVPS), Beet pseudo yellows virus (BPYV),
Nematodes and Xanthomonas fragariae (angular leaf spot strawberry). The last is a disease
that has great impact on nurseries, by their behavior as a systemic infection, which favors
their spread over long distances through infected stolons. The genetic variability of bacteria
was recently studied by amplification and sequencing of constitutive genes. The hrp and
gyrB genes, are used for this purpose because of its importance in structural functions of
the bacteria. Actually it does not have efficient control of the bacteria, because all cultivars
used commercially in the country are susceptible to disease, the resistant varieties is of
great importance for the management. To this porpouse it is important to measure the

damage intensity of disease in various genotypes.

Keyword: angular leaf spot of strawberry, Fragariae ananassa, gyrB, hrp, diagramatic

severity scale.
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CAPITULO |

REVISION DE LITERATURA

1. Importancia del cultivo de fresa

La fresa es una planta herbécea y perenne de la familia Rosaceae y género Fragariae. Las
principales variedades comerciales son el producto del cruce entre la especie Fragariae
virginiana, originaria de Norteamérica, con la especie chilena Fragaria chiloensis. Estos
hibridos se caracterizan por presentar frutos de mayor tamafio que las especies originales
(Baraona y Barrantes, 1998). La fresa es una planta cultivada por su fruto o fresa que es en
realidad un falso fruto (infrutescencia), botdnicamente denominado “eterio”, formado por el
engrosamiento del receptaculo floral, en el que estdn insertos los verdaderos frutos
Ilamados aquenios (Hurtado, 1996).

En México la produccion de fresa es una actividad de alta importancia socioeconémica
pues se considera el cultivo con mayor indice de empleo por hectarea con un estimado de
725,000 jornales anuales por cada 1000 ha. Los empleos derivados de la produccion de
fresa mitigan en cierta medida las migraciones al extranjero, mejoran el nivel de vida de la
poblacion rural y contribuyen al empleo de personal para la industrializacion de la fruta
ademas de generar divisas al pais por la exportacion de fruta fresca y congelada. Durante
los Gltimos 60 afios, México figura entre los 10 principales paises productores de este
cultivo y entre los primeros tres exportadores de fresa congelada. La productividad y
calidad de la fruta nacional no es lo mas sobresaliente. En el mercado mundial destaca su
participacion principalmente por los menores costos de produccion. En las ultimas décadas,

las demandas de los consumidores han variado significativamente, por lo que se estima que



el mercado exigira solo fruta inocua, producida bajo sistemas organicos y con alta calidad

nutracéutica (Davalos et al., 2011).

2. Principales enfermedades de la fresa

La fresa es afectada por diversos microorganismos fitopatdgenos que dafian el sistema
radical, follaje y fruta. Entre los més importantes se encuentran los siguientes:
Colletotrichum acutatum

Este hongo produce antracnosis en tallo y fruta. Cuando la infeccion se produce poco
después del trasplante, se presenta retraso del crecimiento y amarillamiento. Las lesiones
del tallo o dafios en la corona pueden preceder al colapso de las plantas afectadas. En el
tallo, aparecen como puntos oscuros, marrones o negros hundidos. En condiciones célidas y
himedas, se pueden formar masas de esporas en estas lesiones. La fruta puede ser infectada
en cualquier etapa de desarrollo pero el dafio es mas frecuente en la maduracién en donde
bajo condiciones de humedad se producen masas de esporas color naranja (Koike et al.,
2014). Otras especies de Colletotrichum involucradas en la antracnosis de la fresa son: C.
fragariae y C. gloeosporioides pero es menos frecuente encontrarlas (Peres, 2015)

Botrytis cinerea

Las infecciones por este hongo ocasionan pudricion de las flores. En esta condicion, las
esporas permanecen en estado latente que germinan al final de la temporada en cualquier
momento antes o después de la cosecha cuando el contenido de azUcares aumenta y las
condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad son adecuadas. Inicialmente se
observan lesiones pequefias de color marron, a menudo bajo el céliz, en las cuales se forma

micelio que al poco tiempo comienza a esporular (Koike et al., 2014).



Fusarium oxysporum f. sp. fragariae

Los sintomas inducidos por este hongo son marchitamiento, disminucion del crecimiento,
secado y muerte de las hojas maduras, mientras que las jovenes frecuentemente quedan
verdes. Los sintomas generalmente aparecen poco despues del establecimiento de las
plantas. Cuando la infeccion ocurre en plantas con gran cantidad de fruta o sometidas a
estrés las plantas pueden colapsar y morir. Cuando se examinan las coronas de plantas,
tejidos vasculares y corticales, éstas son de color oscuro a naranja-marrén mientras que los
tejidos internos de las raices principales por lo general no se ven alterados. Las
clamidosporas formadas por este hongo, son estructuras de resistencia que persisten mucho
tiempo en el suelo (Koike et al., 2014).

Phytophthora cactorum

Este oomyceto causa pudricion de plantas y frutos; la enfermedad es favorecida por
temperaturas célidas y periodos prolongados de humedad, condiciones muy comunes
durante el establecimiento de la planta (Peres, 2015). Todas las etapas de desarrollo del
fruto son susceptibles a la pudricién siendo los sintomas tipicos lesiones irregulares de
color café a morado. En infecciones severas el fruto se pudre totalmente y se observa de
color café. Las zoosporas y clamidosporas de este fitopatdgeno pueden persistir en el suelo
y restos vegetales (Koike et al., 2005).

Verticillium dahliae

Las plantas infectadas presentar disminucion del crecimiento. Las hojas exteriores muestran
una coloracion café en los margenes y entre las venas, seguido eventualmente por el
colapso. Las hojas interiores se mantienen verdes pero se atrofian y muestran rayas o
manchas de color café oscuro. Este Gltimo sintoma permite distinguir a esta enfermedad de

la pudricion de la corona causada por Phytophthora cactorum. V. dhaliae no es especifico
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de fresa e infecta muchas especies de malezas y cultivos en todo el mundo, siendo
especialmente severo en zonas semiaridas con sistema de riego y aplicaciones frecuentes de
nitrogeno (Koike et al., 2005).

Virus

Mas de 30 virus y fitoplasmas se reportan en el género Fragaria. Con frecuencia mas de
uno se puede presentar y en conjunto pueden causar severas reducciones de la produccion y
la calidad de la fruta (Spiegel y Martin, 1998). Las enfermedades ocasionadas por virus
suelen confundirse frecuentemente con deficiencias nutricionales y otras alteraciones
abidticas por lo que son dificiles de diagnosticar y confirmar en campo. Sin embargo, es
comun observar que las hojas de las plantas infectadas toman un color pdrpura a rojo y
reducen su crecimiento si son afectadas en etapas tempranas de desarrollo lo cual
disminuye la produccion de frutas. Los brotes de plantas con sintomas se asocian
generalmente con la presencia de mosca blanca y afidos aunque también pueden ocurrir en
ausencia de éstos debido a la infeccion de las plantas en vivero (Koike et al., 2014).
Algunas especies son: Strawberry crinkle virus, Strawberry laten C virus, Strawberry mild
yellow-edge virus, Strawberry mottle virus, Strawberry vein banding virus, Arabis mosaic
virus, Strawberry latent ringspot virus, Tomato ringspot virus, Strawberry pallidosis
associated virus, Beet pseudo yellows virus entre otras (Gubler y Converse, 2015).
Nematodos

Las dos especies asociadas mas comunmente con dafios al cultivo de fresa son el nematodo
foliar, Aphelenchoides fragariae, y el nematodo del nédulo de la raiz, Meloidogyne hapla.
El primero se encuentra en el suelo o como endoparasito sedentario en las raices, mientras
que el segundo es un parésito de las partes aéreas de la planta y puede ser endo- o

ectoparasitico, ambos pueden ocasionar estrés en las plantas y reducir el rendimiento
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(Koike et al., 2005). Otras especies de importancia son: Ditylenchus dipsaci, Xiphenema

americanum, Pratylenchus penetrans y P. pratensis (Gubler y Converse, 2015).

3. Bacterias fitopatdgenas en fresa

3.1 Importancia de las bacterias fitopatégenas

Las bacterias son organismos procariontes, unicelulares, provistos de una envoltura o pared
celular y una membrana interna que contiene al citoplasma. Poseen un cromosoma
constituido de DNA; su tamafio es generalmente de 0.3-1.5 a 0.7-5 um, pueden tener forma
de cocos, bacilos o espirilos y se reproducen por fisidn binaria. Su pared celular es delgada
y frégil lo que ocasiona desecacion por radiacion solar y altas temperaturas cuando se
encuentran fuera del hospedante. Las bacterias fitopatdgenas no forman esporas ni
estructuras de resistencia, su dispersiobn a grandes distancias es limitada y ocurre
comunmente por el aire, salpique, por vectores y por movimiento de material vegetal
enfermo. Algunas bacterias, particularmente las que infectan los haces vasculares, se
pueden transmitir a través de semilla. Estos microorganismos no atraviesan la cuticula
vegetal, por lo que penetran a través de aberturas naturales como estomas, lenticelas,
hidatodos o nectarios o por pequefias heridas causadas por insectos, granizo o la arena
arrastrada por el viento (Vidaver y Lambrecht, 2004; Janse, 2005; Agrios, 2008).

Debido a su alta multiplicacion y movilidad infectan rapidamente y a menudo son dificiles
de controlar (Agrios, 2008). Las bacterias fitopatdgenas pueden infectar xilema, floema o
parénquima (Janse, 2005) y cuando las condiciones nutricionales y ambientales son
favorables, sobre todo de temperatura, duplican su nimero cada 20 6 30 minutos (Agrios,

2008).



3.2 Xanthomonas fragariae

En el cultivo de fresa, una de las enfermedades bacterianas mas importantes
econdmicamente es la mancha angular.
3.2.1 Posicién taxonémica

Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Xanthomonadales
Familia: Xanthomonadaceae
Género: Xanthomonas
Especie: Xanthomonas fragariae (Kennedy & King, 1962) (CABI, 2015)

3.2.2 Ciclo de vida y epidemiologia

Durante el desarrollo del cultivo se pueden presentar varios ciclos de infecciones
secundarias. Cuando las condiciones ambientales favorecen la exudacion y propagacion de
X. fragariae se producen infecciones sistémicas, las cuales pueden presentarse incluso en
vivero. Por esta razon, la bacteria se puede transmitir a grandes distancias a través de
estolones infectados (CABI, 2015). Esta bacteria no puede vivir libremente en el suelo. Sin
embargo, puede invernar en materia vegetal infectada (Koike et al., 2005), en donde puede
sobrevivir hasta por un afio. Poco se sabe acerca de la epidemiologia de la bacteria. Sin
embargo, el desarrollo de la enfermedad se ve favorecida por dias frescos de 20°C y noches
frias de 2-4°C (Peres, 2015). Tejido joven y hojas de plantas sanas y vigorosas tienen mas
probabilidades de infectarse que las plantas enfermas estresadas por el ambiente (Maas,

1998).



3.2.3 Caracteristicas morfologicas y deteccion

Xanthomonas fragariae es una bacteria aerobica, Gram negativa, no forma esporas, no es
encapsulante, tiene forma de varilla con un tamafo promedio de 0.4x1.3um; la mayoria de
las células no son moviles y algunas tienen un flagelo polar. En extracto de carne
(peptona)-agar sin hidratos de carbono, las colonias son circulares, convexas, brillantes,
transltcidas a amarillo palido. El cultivo puro es distinguible de otras especies del género
Xanthomonas en al menos siete caracteristicas: no hay crecimiento a 33°C; no hidrolizan
esculina; no producen acido a partir de arabinosa, galactosa, trehalosa y celobiosa; poseen
tolerancia al NaCl en concentraciones de 0.5-1.0 % (CABI, 2015).

La presencia de la bacteria en las plantas infectadas se puede confirmar por aislamiento
directo o por inmuno-fluorescencia indirecta (IFAS) a partir de suspensiones obtenidas por
maceracion de tejido infectado. La deteccidn en plantas asintoméaticas mediante examen
histoldgico en plantas individuales es Gtil pero no practica para utilizarla en grandes lotes
de plantulas. La técnica de ELISA es otro método que se utiliza con éxito en la deteccion
(CABI/EPPO, 1998).

Recientemente se usa con mayor frecuencia la técnica de PCR que es mas sensible que
ELISA. Roberts et al. (1996) disefiaron los primers XF9/XF11, que amplifican un
fragmento del gen de hipersensibilidad (hrp) con los cuales se puede detectar a la bacteria a
partir de tejido infectado con sintomas y asintomatico. Adicionalmente se desarroll6 una
técnica de PCR anidada con la cual se incrementa la sensibilidad para su deteccion en
plantas asintomaticas (Mahuku y Goodwin, 1997). Asimismo, la técnica de PCR en tiempo
real es utilizada para detectar a la bacteria en materiales con infecciones latentes y es capaz
de detectar 300 UFC en 100 mg de tejido foliar de fresa (Weller et al., 2007, Vandroemme

et al., 2008).



3.2.4 Sintomatologia

La infeccion aparece inicialmente como manchas humedas en el envés de las hojas. Las
lesiones se agrandan hasta formar manchas angulares translicidas limitadas por venas
pequefias de las cuales a menudo escurren exudados bacterianos que aparecen como una
pelicula blancuzca y escamosa después de secarse. Al desarrollarse la enfermedad, las
lesiones coalescen en la parte superior de las hojas y aparecen manchas de color café-rojizo
que posteriormente se necrosan (Koike et al., 2005; Peres, 2015). Un circulo clor6tico
usualmente rodea el area infectada. La mancha foliar angular generalmente tiene poco
efecto en el rendimiento de la fruta. Sin embargo, es una preocupacion en los viveros de
fresa pues pueden ser sujetos de cuarentena si multiplican material propagativo para

exportacion (Koike et al., 2005).

4. Variabilidad de la interaccién planta-patégeno

Las plantas son resistentes a ciertos patdgenos debido a que pertenecen a grupos
taxondmicos que son “inmunes” a ellos (resistencia de plantas no hospedantes). Esta
defensa la proporcionan principalmente genes de resistencia ademas de otros factores aun
desconocidos. Por otro lado, dentro de una especie vegetal que sea susceptible a un
patdgeno particular, existe una considerable variacién tanto en la susceptibilidad de sus
diferentes cultivares como en la virulencia de las distintas razas del patégeno. La enorme
variacion que es observada en la susceptibilidad de los cultivares ante los diferentes
patogenos se debe al numero de genes existentes en cada genotipo (Riveros, 2010). La

resistencia inducida es una forma de defensa activa que involucra la expresion diferencial



de genes y cambios metabdlicos que ocurren como consecuencia de un proceso de
reconocimiento especifico entre la planta y el patdgeno (Madriz, 2002).

Una pequefia proporcion de las interacciones planta-patdgeno producen enfermedades y
esto ocurre principalmente porque: a) el cultivar atacado por el patdgeno no presenta los
requerimientos que éste necesita para su establecimiento y desarrollo (resistencia a nivel de
la especie); b) existen barreras pre-existentes (estructurales, quimicas o bioquimicas no
especificas para cada patdgeno) que impiden su entrada (resistencia no-hospedante); c) los
mecanismos de defensa de la planta son activados tras el reconocimiento del patégeno y d)
se dan condiciones ambientales adversas para el patdgeno. En todos estos casos se dice que
la interaccién es incompatible y, por tanto, hay resistencia. Por el contrario, cuando la
enfermedad se desarrolla, se habla de un tipo de interaccién compatible, la cual ocurre solo
cuando: a) las defensas pre-existentes de la planta no son suficientes o0 no estan presentes;
b) las condiciones ambientales son favorables para el patdgeno y c) las respuestas de
defensa de la planta no son efectivas (Riveros, 2010).

Los genotipos avirulentos del patogeno producen factores que la planta puede reconocer,
mientras que los virulentos no, y por lo tanto, no inducen la respuesta de defensa en ella.
Este patrén en que la virulencia es el proceso activo del patdgeno se ha comprobado en
varias instancias. Una posible excepcién es el caso de los hongos productores de toxinas
especificas del hospedante, en los cuales la virulencia esta determinada por la produccion
misma de la toxina. La subpoblacion del patdgeno con los mismos genes de avirulencia, y
con capacidad para causar enfermedad en los mismos genotipos del hospedante se

denominan patotipos o razas fisioldgicas (Arauz, 1998).



4.1 Técnicas para determinar la variabilidad genética en bacterias

La variabilidad genética de bacterias se estudia mediante rep-PCR (secuencias repetitivas
palindromicas extragenicas-PCR), Box-PCR (amplificacion de secuencias distribuidas
aleatoriamente a través del genoma) (Barionovi y Scortichini, 2006), ERIC (secuencias
consenso intergénicas repetidas en las enterobacterias), REP con juegos de iniciadores y
AFLP (amplificaciéon de fragmentos polimérficos largos). En la mayoria de estas técnicas
se usa gran parte del genoma de la bacteria para su analisis (Stoger et al., 2008). Por otro
lado, la metodologia de reasociacion DNA-DNA se utiliza con frecuencia para hacer
estudios de filogenia entre especies estrechamente relacionadas, sin embargo, tiene la
desventaja de no distinguir entre miembros de familias alejadas, ademéas de su elevado
costo (Cohan, 2002). Mas recientemente se utiliza la amplificacién y secuenciacion de
fragmentos de genes constitutivos (housekeeping) que posteriormente pueden concatenarse
para realizar un andlisis multilocus (MLSA), con el cual es posible reclasificar especies
(Young et al., 2008).

El gen gyrB codifica la subunidad B de la DNA girasa y se utiliza como un marcador
molecular debido al gran nimero de sustituciones de bases que posee. Este gen es esencial
en todo microorganismo y es suficientemente grande para utilizarse en estudios de
comunidades microbianas (Watanabe et al., 1999). Por otro lado el gen hrp controla la
capacidad de las bacterias fitopatdgenas para causar enfermedad y para provocar reacciones
de hipersensibilidad en las plantas resistentes. Los estudios genéticos y bioquimicos
muestran que las proteinas Hrp son componentes de los sistemas de secrecion tipo I,
proteinas reguladoras, inductoras de la reaccion de hipersensibilidad y constituyentes de las

enzimas necesarias para la sintesis de glucano periplasmico. La activacion transcripcional
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de los genes de avirulencia (avr) es controlada por proteinas reguladoras del gen hrp y
recientemente la evidencia experimental sugiere que dichas proteinas son transportadas por
el sistema de secrecién. Por lo anterior, los genes hrp constituyen uno de los grupos mas
importantes que se encuentran en bacterias fitopatogenas que estdn estrechamente

relacionados con la patogenicidad y la gama de hospedantes (Lindgren, 1997).

5. Mejoramiento genético

La resistencia de las plantas a enfermedades depende a menudo de su capacidad para
reconocer al patégeno y activar rapidamente sus mecanismos de defensa (Riveros, 2010).
Esta interaccion se explica por medio de la hipotesis gen-a-gen propuesta por Flor (1942),
la cual establece que la expresion de la resistencia de la planta se debe al reconocimiento
especifico de una proteina codificada por un gen de resistencia dominante (R) en la planta
(ubicada en la membrana celular) denominada receptor, que reconoce el producto de un gen
especifico de avirulencia dominante (Avr) sintetizado por el patégeno.

La variacion en la susceptibilidad que se observa en los diversos cultivares ante distintos
microorganismos fitopatdgenos se debe a diferentes tipos y numero de genes de resistencia
que existen en cada uno de ellos. Evidentemente, un cultivar que sea muy susceptible a un
aislamiento de cierto patdgeno carece de los genes apropiados que le proporcionen
resistencia a éste (Agrios, 2008).

Diferentes genotipos del patdgeno pueden producir diferentes niveles de enfermedad en las
variedades con resistencia horizontal. La severidad relativa de la enfermedad causada por
un determinado genotipo del patdgeno es una medida de su patogenicidad horizontal o

agresividad (Arauz, 1998).
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El proceso de mejoramiento genético para la resistencia, involucra la identificacion de
fuentes de resistencia, su introduccién en variedades con buenas caracteristicas
agronomicas Y la seleccion y estabilizacion de plantas que combinen la resistencia con las
caracteristicas deseadas (Arauz, 1998).

La mancha angular de la fresa es una enfermedad que tiene gran impacto en los viveros
productores de material propagativo ya que actualmente no hay ingredientes activos
quimicos disponibles que ofrezcan un control eficiente de la bacteria. Debido a que todos
los cultivares utilizados comercialmente en el pais son susceptibles a la enfermedad, la
obtencidn de variedades resistentes resulta de gran importancia para su manejo (Bestfleisch

etal., 2015).

5.1 Variedades de fresa en México

Los insumos principales que inciden en la productividad y calidad del cultivo de fresa en
México son altamente dependientes del exterior; los cuales, por un lado, favorecen
parcialmente los modestos aumentos de la productividad, pero por el otro, son los
responsables directos de los incrementos en los costos de produccion, principalmente por el
pago de regalias por patentes y marcas extranjeras (Davalos et al., 2011). Los productores
dependen principalmente de importaciones de plantas madres provenientes de la
Universidad de Davis en California y la Universidad de la Florida en los Estados Unidos.
Las principales variedades utilizadas de fresa en Meéxico son Camarosa, Festival, Sweet
Charlie, Galexia, Camino real, Albion, Aromas, Ventana y Diamante El costo de la planta
madre comercializada, incluyendo las regalias muestra un crecimiento del 300% desde el

2002. Aunado a lo anterior el productor se enfrenta con el problema de variedades
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desarrolladas para otras condiciones agroclimaticas, se requiere de variedades con mayor
adaptacion al subtropico, resistente a plagas y enfermedades, con buena calidad de fruto,
altamente productivas y precoces para aprovechar al maximo la ventana de oportunidad en
el mercado (Sanchez, 2008). En los ultimos afios el Colegio de Postgraduados desarrolla un
programa de mejoramiento genético con la Fundacién Produce Michoacén, en donde se

evalUa material genético y compara con las variedades importadas de Estados Unidos

5.2 Técnicas de mejoramiento genético

La reproduccion asexual de la fresa es el método rutinario que se utiliza para la
propagacion comercial de esta especie, debido a que se conservan las caracteristicas
genéticas y de calidad de las variedades mejoradas. La clonacion permite obtener plantas
genéticamente iguales a la planta madre lo que favorece la uniformidad del cultivo. No
obstante, una de las principales desventajas de estos métodos de propagacion es la
diseminacion de microorganismos fitopatdgenos si no se aplican las medidas adecuadas

(Davalos et al., 2011).

Los métodos que cominmente se utilizan para la obtencion de plantas
resistentes a enfermedades son cultivo de tejidos de 1individuos
resistentes, aislamiento de mutantes resistentes a partir de cultivos de
células vegetales, produccion de diploides resistentes a partir de
plantas haploides, fusién de protoplastos, seleccién masiva de semillas,
del pedigri o de lineas puras, recurrente o retro—cruza (Agrios, 2008;

Arauz, 1998).
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Otras técnicas comprenden el uso de hibridos o mutantes obtenidos natural
o artificialmente con luz UV o rayos X que muestren una mayor resistencia
o variacién del ntmero cromosémico, produccion de euploides (4n, 6n) o
aneuploides (2n£1 6 2 cromosomas). Por otro lado, mediante ingenieria
genética es posible la deteccion, aislamiento, modificacion,
transferencia y expresion de genes de resistencia a patogenos de forma
individual (o grupos de genes relacionados) de un organismo a otro
(Agrios, 2008); no obstante, la transgénesis cuenta con numerosos

detractores que limitan su uso a escala comercial.

6. Métodos de inoculaciéon de Xanthomonas fragariae

Maas et al. (2000), utilizaron la técnica de inoculaciéon por inyeccién que consiste en
infiltrar una suspension bacteriana de concentracion conocida con el auxilio de una jeringa
en cuatro puntos por foliolo de dos hojas jovenes de fresa, con la cual observaron lesiones
en poco tiempo. Por otro lado, Hildebrand et al. (2005) inocularon la superficie abaxial de
hojas de fresa con un dispositivo de pulverizacién que ocasiona heridas por las cuales
penetran las bacterias al interior de la hoja. Con este método de inoculacion, las lesiones se
distribuyen de manera uniforme y su nimero aumenta dependiendo de la distancia del

dispositivo a la hoja y la duracion de la pulverizacion.

7. Medicion de la severidad
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La medicién de la intensidad de una enfermedad (incidencia o severidad),
es un requisito indispensable en estudios epidemiolodgicos basicos, como
la caracterizaci6on cuantitativa de epidemias, desarrollo de modelos de
pronostico, comparacién de diversas practicas de manejo de enfermedades,
asi como para determinar la importancia econémica de las mismas por medio
de modelos de estimacién de pérdidas (Campbell vy Madden, 1990). La
medicién de una enfermedad con base en severidad es un problema complejo
ya que pueden cometerse errores graves de precisioén, exactitud vy
reproducibilidad, ademas de ser menos eficiente que la medicién
considerando incidencia. La informacién que normalmente proporciona una
medicién de severidad puede tener un alto costo que debe minimizarse
(Mora et al., 2000). Las escalas logaritmicas diagramdticas de severidad
generadas con base en el principio general de Weber-Fechner tienen la
ventaja de ser practicas y de facil uso. Aunque no hay consenso de que un
sistema logaritmico de medicién supere aquellos basados en intervalos no
logaritmicos (lineales o arbitrarios), existen evidencias experimentales
de que en forma natural las evaluaciones visuales son de tipo logaritmico
(Large, 1966; Sherwood et al., 1983).

La elaboracion de escalas diagramaticas debe considerar aspectos importantes como el
limite superior de las escalas que corresponde con el maximo real de la enfermedad

observada y su representacion en la escala siguiendo la ley de Weber-Fechner. De acuerdo
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con esta ley, la agudeza visual humana es proporcional al logaritmo de la intensidad del
estimulo. Ademas, con el fin de verificar la calidad de la estimacion obtenida de la escala
diagramética, los niveles de exactitud, precision y reproducibilidad deben ser validados

(Campbell y Madden, 1990).
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CAPITULO 11

VARIABILIDAD GENETICA DE Xanthomonas fragariae Y EVALUACION DE SU
SEVERIDAD EN GENOTIPOS DE FRESA
Noemi Rivera Zabala

Colegio de Postgraduados, 2016

RESUMEN

Se realiz6 un analisis filogenético con secuencias parciales de los genes hrp y gyrB de 14
aislamientos de Xanthomonas fragariae, causante de la mancha angular de la hoja en fresa
colectados en diversas localidades productoras de los estados de Michoacan, Jalisco y

Puebla. El arbol filogenético mostrd similitud entre los aislamientos analizados. Con el
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propdsito de contar con genotipos de fresa que puedan ser utilizados en programas de
mejoramiento genético buscando resistencia a la bacteria, se inocularon por inyeccion y
aspersion dos variedades comerciales y cinco genotipos y se evalud la severidad de los
sintomas mediante una escala diagramética disefiada para esto. Los genotipos de fresa

FragLa y FragMa tuvieron los menores valores de severidad.

Palabras clave: mancha angular de la fresa, Fragaria ananassa, escala diagramatica de

severidad.

ABSTRACT
A phylogenetic analysis with partial sequences of the hrp and gyrB genes of 14 isolates of
Xanthomonas fragariae, causing angular leaf spot on strawberry collected in different
production areas of the Michoacan, Jalisco and Puebla states. The phylogenetic tree showed
similarity between the isolates analyzed. With the purpose to have genotypes of strawberry
that can be used in breeding programs seeking resistance bacteria, they were inoculated by
injection and spray in two commercial varieties and five genotypes, the severity of
symptoms was assessed using a diagrammatic scale designed for this. FragLa and FragMa

strawberry genotypes had the lowest severity values.

Keywords: angular leaf spot of strawberry, Fragaria ananassa, diagrammatic severity

scale.
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INTRODUCCION
La mancha angular de la hoja ocasionada por Xanthomonas fragariae (Kennedy & King,
1962) es una enfermedad de importancia econdmica en el cultivo de la fresa debido a que
reduce considerablemente el rendimiento; particularmente cuando infecta el céliz
(Wyenandt y Nitzsche, 2013) ocasionando su decoloracion y pérdidas de rendimiento
(Roberts et al., 1997). La enfermedad es sistémica y estd sujeta a cuarentena en diversos
paises debido a que muchas plantas infectadas pueden permanecer asintomaticas, lo cual
favorece el movimiento de material vegetativo infectado a grandes distancias (CABI/EPPO,
1998; Koike et al., 2005). En Meéxico, el cultivo de fresa es importante
socioecondémicamente. Los principales estados productores en cuanto a superficie sembrada
son Michoacén, Baja California, Guanajuato y Jalisco (SIAP, 2014). En 2014, la mancha

angular se reportd por primera vez en el estado de Michoacan (Fernandez-Pavia et al.,
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2014) y a la fecha no se han realizado estudios de variabilidad genética de la bacteria o de
su epidemiologia para generar informacion que permita establecer estrategias de manejo
sustentable de la enfermedad. El andlisis filogenético de los genes hrp y gyrB se utiliza para
conocer la variabilidad genética en especies del género Xanthomonas (Yin et al., 2008;
Young et al., 2008; Almeida et al., 2010). El conocimiento de esta variabilidad constituye
un elemento bésico para determinar el impacto econdmico que pueden ocasionar diferentes
aislamientos en condiciones especificas del pais; o bien, para delimitar zonas donde se
detecten aislamientos con mayor severidad y evitar el cultivo de fresa en estas regiones, asi
como para establecer medidas de manejo o de movilizacién de material propagativo mas
estrictas. Por otro lado, si bien todas las variedades cultivadas de fresa son susceptibles a la
infeccion de X. fragariae, la busqueda de materiales que sean menos afectadas es
importante para iniciar programas de mejoramiento genético y enfocar el manejo de la
enfermedad mediante el uso de variedades menos susceptibles en zonas con elevada fuente
de indculo. Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue conocer la variabilidad
genética de 14 aislamientos de X. fragariae y evaluar su severidad en dos variedades

comerciales y cinco genotipos de fresa.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de material vegetal y aislamiento de la bacteria

Se colecto tejido foliar de fresa en huertas comerciales de los estados de Michoacan
(Tupataro, Tangancicuaro, Jacona y Santiago de Tangamandapio); Jalisco (Ciudad
Guzméan, Tapalpa) y Puebla (San Salvador del Seco) con sintomas caracteristicos de la

mancha angular consistente en lesiones acuosas delimitadas por las venas. De estas lesiones
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se tomo fluido bacteriano a partir de tejido enfermo y tejido sano adyacente y se sembré en
cajas Petri con medio de cultivo Wilbrink (Koike, 1965, citado por Vandroemme et al.,
2008). Las cajas se incubaron a 25+1°C hasta observar crecimiento bacteriano a partir del
cual se hicieron reaislamientos en el mismo medio hasta obtener colonias puras pequerfias
de color blanco sedoso, brillantes, mucoides y apariencia viscosa. Los aislamientos puros

aislados se preservaron en caldo nutritivo con glicerol al 40% a -20°C.

Pruebas de patogenicidad

Los aislamientos de X. fragariae se inocularon individualmente en dos plantas de fresa var.
Monterrey de 4 semanas de edad establecidas en macetas con suelo estéril siguiendo la
metodologia propuesta por Maas et al. (2000). Las plantas inoculadas se mantuvieron en
camara de crecimiento a temperatura de 25-27°C con humedad relativa de 50 a 65% y
fotoperiodo de 16 h/luz. Se realizaron observaciones cada 24 h para registrar el periodo de
incubacion y a los 15 dias después de la inoculacion se midi6 el tamafo de la lesion en las

hojas inoculadas.

Extraccion de DNA bacteriano
Se realiz6 a partir de colonias puras reaisladas de las plantas inoculadas con 72 h de
crecimiento en medio de cultivo Wilbrink, siguiendo el protocolo descrito por Minas et al.

(2011). EI DNA obtenido se re-suspendio en agua destilada estéril y se conservo a -20°C.

Analisis filogenetico
A partir del DNA obtenido se amplificaron mediante PCR segmentos de los genes hrp y

gyrB. Para ello se utilizaron los iniciadores y las condiciones de PCR empleadas por
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Roberts et al. (1996) y Young et al. (2008), que amplifican fragmentos de 537 pb y 865 pb,
respectivamente. Los amplicones obtenidos se purificaron y enviaron a secuenciar a la Cia.
Macrogen Inc. Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa BioEdit Sequence
Alignment Editor, generandose las secuencias consenso. Posteriormente fueron alineadas
con el software CLUSTALW incluido en el programa Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA 6) (Tamura et al., 2011). Las secuencias se editaron obteniéndose 414y
529 pb para los genes hrp y gyrB respectivamente, y se concatenaron para tener un
segmento con una longitud de 943 pb. Se construy6 un arbol filogenético con el programa
MEGA 6 por el método Neighbour-joining. Las distancias evolutivas se obtuvieron por el
método de Tamura 3-parameter model empleandose bootstrap con 10,000 repeticiones. Las

secuencias editadas fueron depositadas en la base de datos del GenBank®

Escala diagramatica

Se colectaron 200 hojas trifoliadas de fresa con diferentes niveles de dafio por mancha
angular las cuales se escanearon a una resolucién de 200 dpi en una multifuncional HP
Officejet Pro 276dW®, USA. Las imagenes obtenidas fueron analizadas con el software
Assess 2.0 (The American Phytopathological Society, St Paul, MN, USA) para determinar
el porcentaje de area foliar dafiada. La escala fue desarrollada de acuerdo a la ley de
agudeza visual de Weber-Fechner teniendo en cuenta los limites inferior y superior de
severidad de la enfermedad detectada en campo. A partir del porcentaje de dafio mas alto,
se establecieron seis niveles de severidad determinados con el programa 2LOG v.1.0,
considerando el punto medio de cada nivel para ubicar imagenes representativas (Mora-

Aguilera et al., 2000).
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Evaluacion de la severidad

Se selecciono la cepa bacteriana 12XfMxJal que mostré menor periodo de incubacion en la
prueba de patogenicidad para evaluar la susceptibilidad de las variedades comerciales de
fresa Fortuna y Festival asi como en los genotipos Frag53, Frag40, FraglLa, FragMa y
FragSp. Se prepar6 una suspension bacteriana (3x108 UFC.mL! agua estéril) y se utilizaron
dos métodos de inoculacion: a) inyeccion: Se inocularon 10 plantas de cada variedad
comercial y genotipo, siguiendo la metodologia de Maas et al. (2000); b) aspersién: Se
asperjaron 10 plantas por material hasta punto de goteo siguiendo la metodologia de
Bestfleisch et al. (2015). El experimento se establecié en campo bajo tineles de plastico
con un disefio de bloques completos al azar.

Con ambos métodos de inoculacion, las plantas se observaron cada 24 h durante 11 dias
para registrar el periodo de incubacion y posteriormente cada 4 dias durante cuatro semanas
para evaluar la severidad mediante la escala que se indica posteriormente.

Anélisis estadistico

Los datos obtenidos de severidad se sometieron a analisis de la varianza y posterior
separacion de medias con la prueba de Tukey (o= 0.05) con el paquete estadistico SAS
(The SAS System for Windows v9.0).

Con los datos de incidencia se obtuvo el area bajo la curva del progreso de la enfermedad

para cada material evaluado (LANREF-Mora-Aguilera, COLPOS).

RESULTADOS Y DISCUSION

Pruebas de patogenicidad
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Se obtuvieron 14 aislamientos de X. fragariae de los estados de Michoacén, Jalisco y
Puebla (Cuadro 1), a partir de hojas con sintomas tipicos de la bacteria (Fig. 2). Todos los
aislamientos fueron patogénicos al ser inoculados en plantas de fresa (var. Monterrey) y
ocasionar manchas acuosas en el sitio de inoculacion (Fig. 1), sintomas tipicos de la
infeccion por esta bacteria. EI periodo de incubacién oscilé entre tres y cinco dias,
registrandose los méas cortos para los aislamientos (2XfMxMich) y (12XfMxJal) (Cuadro

1).

. Vg

Figura 1. Hojas de fresa infectadas de forma natural por Xanthomonas
fragariae. Manchas angulares rodeadas por un halo amarillo (A), lesiones
necrdticas y deformacion de hojas (B).




Figura 2. Vista abaxial (A) y adaxial (B) de las hojas con lesiones acuosas
observadas en los sitios de inoculacion (por inyeccidn)de Xanthomonas
fragariae a los 15 dias después de la inoculacién.

Cuadro 1. Origen de aislamientos e identificacién de Xanthomonas fragariae, periodo
de incubacion y tamafio de lesion registrada en plantas de fresa var. Monterrey.

Periodode  Tamafio de No. accession
incubacién la lesion gyrB hrp

Aislamiento Localidad (dias) (cm)
1XfMxMich Tupétaro + 5 0.38 KU684652 KU747975
2XfMxMich Tangancicuarot 3 0.45 KUG84654 KU747976
3XfMxMich Jaconat 5 0.41 KU684655 KU747977
4XfMxMich Tangancicuarot 5 0.37 KU684656 KU747978
5XfMxMich Tangancicuarot 5 0.37 KU719623 KU747979

Santiago, KU719624 KU747980
6XfMxMich Tangamandapio 5 0.37

Santiago, KU719625 KU747981
7XfMxMich Tangamandapio¥ 5 0.45

Santiago, KU719626 KU747982
8XfMxMich Tangamandapio¥ 5 0.46

Santiago, KU719627 KU747983
9XfMxMich Tangamandapiot 5 0.38
10XfMxMich Jaconat 5 0.38 KU719628 KU747984
11XfMxJal Tapalpaf 5 0.51 KU719629 KU747985
12XfMxJal Tapalpaf 3 0.38 KU719630 KU747986
13XfMxJal Cd. Guzmanf 5 0.45 KU684653 KU747987
14XfMxPue  San Salvador el seco§ 5 0.38 KU719631 KU747988
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= Michoacan; Y= Jalisco; §=Puebla

Anélisis filogenético
El anélisis de las secuencias de los segmentos de los genes hrp y gyrB agrup6 a los 14
aislamientos del presente estudio con un aislamiento de Australia (GenBank Accession
HQ223085) (Fig.3,), agrupandose en una sola rama lo que indica que son muy similares
entre si. Los aislamientos de X. fragariae infectaron a las plantas de fresa var. Monterrey
con un periodo de incubacion de cinco dias, excepto en los aislamientos 2XfMxMich y
12XfMxMich que fue de tres dias. Estas diferencias muestran la variabilidad inherente de
esta especie bacteriana. Si bien pudieron observarse diferencias a nivel biolégico, no fue
posible encontrar a nivel genético con las regiones de los genes estudiados. Stoger et al.
(2008) estudiaron la variabilidad genética de diversos aislamientos de X. fragariae
mediante Repetitive Sequence-based PCR (rep-PCR), Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus (ERIC) y Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) sin encontrar
diferencias entre ellos. No obstante, estudios donde se analizaron los genes hrp y gyrB para
diversas especies de bacterias fitopatdgenas, incluyendo otras especies del género
Xanthomonas spp., fueron consistentes y mostraron la variabilidad genética que existe entre
ellas (Yin et al., 2008; Young et al., 2008; Almeida et al., 2010). Sin embargo, los
resultados del andlisis de las secuencias parciales de los genes hrp y gyrB de los 14
aislamientos de X. fragariae de la presente investigacion, no mostraron variabilidad a pesar
de las diferentes condiciones ambientales, variedades y manejo del cultivo, entre otros
factores, que existen en las tres regiones donde se colectaron las muestras. Lo anterior
pudiera indicar una baja diversidad genética, probablemente por un origen comun de los

aislamientos que se introdujeron en México o pudiera deberse a que actualmente se cuenta
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con un nimero reducido de secuencias de los genes hrp y gyrB de esta especie en la base de
datos del GenBank que permitan detectar diferencias en estas regiones del genoma.
Actualmente se trabaja en el secuenciamiento del genoma completo de estos aislamientos,
con la intencion de tener mayor claridad en cuestiones relacionadas con la interaccion
genotipo/severidad de los sintomas inducidos, asi como posibles estudios filo-geograficos

de los mismos.

OXfMxMich
12XfMxJal
TXIMxMich
AXfMxMich
1XiMxMich
14XiMxPue
- 2XfMxMich
IXIMxMich
SXfMxMich
BXfMxMich
BXfMxMich
T10XfMxMich
gg [ 13XfMxJal
Xanthomonas fragariae Australia
T1XfMxJal
—— Xanthomonas arboricola pv.fragariae

Pseudomonas syringae

0.1

Figura 3. Arbol generado con el método Neighbour-joining. Las distancias evolutivas se obtuvieron por el
método de Tamura 3-parameter model empleandose bootstrap con 10,000 repeticiones a partir de secuencias
de nucleétidos concatenados con regiones parciales de los genes hrp y gyrB de 14 aislamientos de
Xanthomonas fragariae. La barra indica el nmero de sustituciones por sitio. Unicamente se muestran
valores de boostrap arriba del 80%.

Escala diagramatica
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La escala diagramatica disefiada tuvo cinco niveles de severidad (Fig. 4) en los que se
indica el rango de area foliar afectada. Con el propdsito de facilitar la evaluacion del dafio
en campo. Esta escala se integrd con una imagen que muestra el porcentaje de dafio

calculado con el software y que es representativa de cada nivel.

Clase 0 Clase 1 Clase 2
>0-5.6% >5.6-19%

Clase 3 Clase 4 Clase 5
>19-48.1% >48.1-78.7% >78.7%

Figura 4. Escala diagramatica obtenida para evaluar la severidad de Xanthomonas fragariae en genotipos de
fresa. En cada nivel se indica el rango de area foliar afectada y se integra con una imagen representativa que
muestra el porcentaje de tejido dafiado calculado con el software.
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El uso de este tipo de escalas reduce la subjetividad en las estimaciones de la gravedad de
una enfermedad y constituyen un elemento indispensable en estudios epidemiol6gicos
(Menge et al., 2013). Bestfleisch et al. (2015) propusieron una escala de severidad para X.
fragariae de nueve niveles; Sin embargo, nuestra experiencia mostrd dificultad en la
evaluacion de severidad en este estudio, posiblemente debido al nimero de clases. En otras
enfermedades se han disefiado escalas de severidad con cinco o seis niveles las cuales
tienen valores aceptables de precision y exactitud en la validacion (Menge et al., 2013,;
Oliveira et al., 2014). La escala propuesta en la presente investigacion muestra una
secuencia progresiva del avance del &rea foliar afectada con fotografias que proporcionan

de manera clara el nivel de dafio que ocasiona esta bacteria en las localidades estudiadas.

Evaluacion de severidad

Durante el periodo de evaluacion (septiembre-octubre de 2015) se registraron temperaturas
diurnas de 16-28°C y nocturnas de 18-28°C, con humedad relativa de 44-99%. Los siete
genotipos evaluados de fresa resultaron susceptibles a X. fragariae al ser inoculados por
inyeccion o aspersion.

Inoculacion por inyeccion

Se observaron lesiones acuosas y necrdticas formando una mancha angular delimitada por
las nervaduras. En todos los genotipos evaluados, el 100% de plantas mostraron sintomas a
los 11 dias después de la inoculacion, encontrandose variacion en el periodo de incubacion
de cuatro, seis, nueve dias y 11 dias, lo que pudiera denotar mayor susceptibilidad del
genotipo Frag53. En el caso del area bajo la curva del progreso de la enfermedad fue
variable entre los diferentes genotipos siendo el genotipo FraglLa quien tuvo el menor valor

(31.82) de severidad (Fig. 5).
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Figura 5. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad en siete materiales
de fresa inoculados por inyeccién con Xanthomonas fragariae.

Con respecto del tamafio de la lesién (cm), se observo que a los 34 dias después de la
inoculacion (ddi), el genotipo Frag53 tuvo el mayor valor seguido de la variedad Festival.
El resto de los materiales fueron estadisticamente similares (Cuadro 2). A los 18 ddi los
genotipos Frag53 y la variedad Fortuna fueron estadisticamente similares y a partir de los
22 ddi se comportaron de manera diferente hasta finalizar la evaluacion.

En todos los casos las lesiones aumentaron progresivamente de tamafio durante el tiempo
que duro el experimento siendo de dos tipos: manchas necréticas irregulares rodeadas por
un halo amarillo que generalmente llegaba a cubrir la totalidad de la lamina foliar (Fig.
6A), lesiones necrdticas bordeadas por tejido acuoso (Fig. 6B). Solamente en el genotipo
FragLa se observo que el 65 % de los sitios de inoculacién formaron un tercer tipo de
lesion consistente en manchas necréticas (Fig. 6C) y limitadas al area de inoculacion,
semejantes a las que se producen en una reaccion de hipersensibilidad (RH). La RH es
considerada la maxima expresion de resistencia de las plantas al ataque por patégenos y se
define como una muerte rapida de las células vegetales asociada con la restriccion del
crecimiento del patdgeno, que generalmente se reconoce por la presencia de una o varias

células muertas con coloracion café en el sitio de infeccion (Greenberg y Yao, 2004;
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Sanzoén y Zavaleta, 2011). Se considera que las plantas en las que se produce una RH
poseen cierto grado de resistencia al patdégeno que la indujo (Vlot et al., 2008). Se ha
reportado que diferentes especies de bacterias fitopatdgenas como Pseudomonas syringae,
Erwinia amylovora y Ralstonia solanacearum, entre otras, poseen elicitores que disparan la
RH (Grant y Mansfield, 1999). Bestfleisch et al. (2015) por su parte reportan que las
plantas de fresa son mas susceptibles a X. fragariae en etapas tempranas de desarrollo y que
conforme maduran presentan cierta resistencia que puede hacerse mas evidente con el
tiempo.

Cuadro 2. Tamaiio de lesiones (cm) ocasionadas por Xanthomonas fragariae en hojas
de siete genotipos de fresa inoculadas por inyeccion.

Dias después de la inoculacion

Material 18 22 25 29 34
Frag53 1.18a* 1.78a 1.82a 2.08a 2.2a
Fortuna 0.99a 1.13b 1.27b 1.43b 1.72b
Festival 0.67b 0.70c 0.87c 0.91c 0.88c
FragMa 0.58b 0.62c 0.80c 0.87c 0.85¢
FragLa 0.60b 0.60c 0.71c 0.67c 0.71c
Frag40 0.56b 0.60c 0.67c 0.65c 0.67c
FragSp 0.64b 0.63c 0.62c 0.64c 0.66¢c

*Tratamientos con la misma letra son estadisticamente similares (Tukey, a=0.05)




Figura 6. Sintomas observados en siete variedades de fresa inoculados por inyeccién con X. fragariae. A)
Manchas necréticas irregulares rodeadas por un halo amarillo que generalmente cubrian la lamina foliar. B)
Mancha necrética con tejido acuoso en la zona de avance de la lesidn. C) Lesiones necréticas que no
aumentaron de tamafio. D) Plantas testigo inyectadas con agua sin dafio aparente.

Inoculacion por aspersion

Con este método de inoculacién, se observo consistentemente un mismo tipo de sintoma de
manchas angulares acuosas (Fig. 7A) que coalescieron con el tiempo formando areas
necroticas de mayor tamafo bordeadas por tejido con coloracion amarillo (Fig 7B). Este
tipo de lesiones fueron diferentes de las que se observaron en las plantas inoculadas por
inyeccidn. Los primeros sintomas se observaron a los siete dias después de la inoculacion.
El analisis estadistico no mostro diferencias significativas en severidad entre los materiales

de fresa inoculados por aspersion con X. fragariae.

Figura 7. Sintomas inducidos mediante la inoculacién de Xanthomonas fragariae por
aspersién en genotipos de fresa. A) manchas angulares inicialmente acuosas que necrosaban
con el tiempo B) lesiones necréticas con halo amarillo en ciertas zonas de avance de la lesion.

Los dos métodos de inoculacién utilizados en la presente investigacion fueron eficientes
para infectar los genotipos de fresa. No obstante, con la inoculacion por aspersion se

observaron sintomas similares a los que ocurren de manera natural.
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De manera experimental se tiene cierto control de la bacteria con tratamientos térmicos,
esterilizacion de superficie, inmersion de plantulas en cloro + radiacion UV-C y remocién
de hojas y peciolos en plantas de vivero (Turechek y Peres, 2009; Turechek et al., 2013). El
mejoramiento genético como un método mas de manejo de esta enfermedad es una
herramienta valiosa que requiere de la evaluacién y seleccion constante de genotipos con
caracteristicas agrondémicas deseables asi como la valoracion de la resistencia o tolerancia a
la bacteria. Con base en esto Ultimo, es necesario continuar las evaluaciones de los
materiales de fresa con el propdsito de obtener genotipos mejor adaptados a este
patosistema con X. fragariae, lo que proporcionara una alternativa de manejo eficiente de la
enfermedad. En México se ha trabajado muy poco en el desarrollo de técnicas de seleccién
de materiales de fresa resistentes o con cierto grado de tolerancia a la mancha angular de la
hoja debido a su reciente introduccién en el pais. En el presente estudio se evaluaron dos
formas de inoculacién de X. fragariae que en otros trabajos se reportan de manera separada.
Si bien en ambos casos hubo infeccion, el periodo de incubacion con la inoculacion por
inyeccion fue menor por lo que puede ser mas conveniente en programas de seleccion al

reducir el tiempo de evaluacion de los materiales genéticos.

CONCLUSIONES
El andlisis filogenético generado a partir de secuencias parciales de los genes hrp y gyrB no
mostro variabilidad entre los 14 aislamientos de X. fragariae analizados provenientes de las
localidades de Tuapataro, Tangancicuaro, Jacona, Santiago (Michoacan), Ciudad. Guzman,

Tapalpa (Jalisco) y San Salvador el Seco (Puebla).
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Los genotipos de fresa FragMa y FragLa mostraron valores bajos de severidad de los
sintomas y este Gltimo tuvo ademé&s la menor area bajo la curva del progreso de la

enfermedad pudiéndose indicar una menor susceptibilidad del mismo a la bacteria.
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