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Resumen. En afios recientes, §e ha detectado en. algunas
regiones de Estados Unidos (EUA) 14 bacteria deidovorax
avénae pv. eifrulli (Aac), agénte eausal de la. mancha
bacteriana deél fruto (MBF) en ¢l cultivo de sandia, Esta
bacteria ocasiona una pudricién en el frato, tallos y hojas, y
tiene la particularidad de diseminarse por semilla. Dadoique
México es un pais: importador de semilla de los EUA, la
introduccién potencial de este patégeno £8 s:gmﬁ;attva

gspecialiiente ¢h 4feas: donde la produceion de sandia es
importante. La Comarca Lagunera es upa-de las regiones
producioras més ipiportantes de sandia y otrascucurbiticeas
e México, Per lo anterior, se-realizé la presente invest] pacion,
teniendo como objetivos: a) La produccion de antisuero para
la bacteria Aac'y b) diagnosticar 4ac en semilla de finpoitacién
y durarnte ¢l deésarrolle vegetativo de sandia en la Comarea

Lagunera, Se analiz§ semilla, pléntuls, hoja y fruto, mediante
tre§ métodos de deteccion: :medios especificos, ELISA y
gntisuero producida. Los resultados indicaron que el agente
caysal estd presente en la semilla de importacion que se

‘siembea en laComarea Liaguriera, Sini enibargo, la énfermedad

no se detectd en las difereites etapas vegetativas en el area
de estudio.

Palabras clave adicionales: Métodos de deteccién,
eifermedad, diseminacidn.

Abstract. In recent years, the batterium dcidovorax avenie
pY..citealli (Adc), cansal agent of bacterial fruit blotch of

watermelon, hagbeen detécted in some regions of the United.
States (USA). This microprgatism causes rotting of fruits,
stems, and leaves, and itis disseminated by seed. Since Mexico
imports seed from the USA, the eventual introduction of the
disease is s;gmf icant, especially-for aress where waterinelon
productioniis important. Comarca Lagueta s one of the most
unportatit producing areas of witermelon and other cucirbits
in Mexico, For that reason, this investigation had two
objectives: 7) the production of antibodies for Auac, and b)
the detection. of dac in imported seed znd during the
phenelogic development of watermelon in Comarca Lagunera
region. Seed, seedlings, leaves, and fruits, were analyzed by
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three detection methods: specific media, ELISA, and by
antibodies. The: results indieated that the microorganism is
present in inported seed which is. grown.in Comarea Lagunera,
However, the disease was ot detectsd .during the different
phenplogic stiges of watermielon in the-area of study:

Additiona] keywords: Détection methods, diséase,
dissemination.

Acidovorax avenae pv. citrulli (Schaad, Sowell, Goth, Colwell

v Webby Willetns, Goor, Thielemans, Gillis, Kerstors y DeLey
{Aac) es Ja bacterfa cavsante dé v mancha bacteriana del

fruto (MBFEY en &l cultivo’ de sandfa (Citru(luf- vilgaris.

Schrad.) y otras cucurbitdceas (Walcott &1 al., 2000; Walcott
y Gitamits, 2000). Esta enfermedad s¢ detectd pot prinigm vez
en Estados Unides(BUA) en 1987 (Somodi et ok, 19915 Wall
y Saitos, 1988), y desde entonces ha causado pérdidas
econdinicas significativas en ese pafs. Por ¢l grade de
devastacih que esta enférmedad ha alcanzado en diversos
lugares productores de EUA, esta bacteria ha side catalogada
comu de importaneia cuarentenarid. -dando lugar 4 una
spspension de venta de semillade sandfa en 1995, misma que
amenazé con la eliminacién definitiva de este cultivoenese
pals (Latin y Hopkins, 1995). La-comercializacion mundial se
ha expandido y con éllo el intercambio internicional de tedo
tnpo de espccxes y mﬁterwles bibldgmm lu cual rncremema
]a cercauia can: los EUA, Mexxca ha tcmdo q_ue e__stablew
aranceles, y barreras en contra.de la probable entrada dg
materiales vegetativos que pudicran estar contaminados con
Auc, |a cwal hasido ya reportadi en-otros paises-del Centinente
Ameticane, come Costa Rica y Brasil (Mora. 2005}, Esta
enfermedad puede causar pérdidas del 90 3l 160%. de La
cosecha. (Waleptt y Gitanis, 20005, Ut de las caracterfsticas
de mayor riesgo es la capacidad de: transmision por semiila
(Kucharek et al., 1993); de ahflaimportancia de que los paises
importadores de semilfa de sandfa delos EUA, como Méxieo,
tengan métodos de diagndsticw: que detecten al organismo
(Paby ¥ Persley, 1983; Hopkins ef al., 1992). El riesgo de
entrada dé este patdgeno a México se acentda debido a que
puede transmitirie tambign en semilly de diversas
cucurbiticeas y solandceas (Assouling et al., 1997). Uno de
los métodos de diagnéstico para Ja deteccidn de Aaces ¢
convencional basado en praghas bioguimicas, sin embarge,
en comparacidn con ¢l DAS-ELISA, no presenta la
sensibilidad y repioducibilidad que se requierent para fines
cuareriteniarios. No ébstante; atn cuando se utitice el métedo
seroldgico BLISA para procesdi grandes cantidades de
muestras de semiljas de importacién, se réquiere un mimero
alto de Kits, lo cual es econdmicamente incosteable. Porlo
quie resulia-de gran impertancia la produccidn de un antisuero
contra Adc basade en el principio de inmunizacidn e
interaceibnt antfgeno-antieuerpe. En México, el cultivo de
sandia ocupa una supeificie de 42 000 ha (INEGI, 1992).y
presenta una gran aceptacién én mercados pacibnales e

interfiacionales. Los printipales estados productores son:
Sinaloa, Songra, Jalisco, Nayarit, Coahuila, Durango.
Michoacin, Tamaulipas, Veraernz, Onxacay Yocatin. Los
primeros cuatro destinan ¢l 100% de su protuceidn a la
exportacion{INEGL, 1995%; Sasire. 1992). La Comarea Laguinern,
regién-comprendida dela parte noreste de Durango y. suroeste
die Coaltiila, es una de las principales rens productoras de
sandfa debido a su alto potencial de rendimiento. Estaregion
cuenta cori una supetficie de 3,500 ha desandf, 1o.que origina
que sea un sighificativo impormdor de seniilla.de los EUA.
En plantas de sandia de alginos predios de esta regidn se
han ebservade sintomas similares g los reporiados para fa
MBEF, lo que motivé esta invesiigacién con los siguientes
objetivas: a) Produceion de antisuero parada bacteria Aag, by
deterniinar la presencia de Aac en semilla de sandia de
Tmportaeion., ¥ ¢) determinar Ja presencaade MBF en la Comuaresd

Lagunera.

MATERIALESYMETODOS

La investigacién se tealizd en doy fases: a) lncrementd de
Aac enmedios deenltivoespecificos, produccién de antisuero
(irisuinizacion), prubas de patogenicidad en semilla, phintula
v frato-con fines de familiarizacién en los signos deAac; y su
identificacion mediante ELISA; b) obteéncith de seniilla de
importacion, muestrep.de pldntulas, hoja desarrollada y-fruto
de sandis en la Comarca Lagunera, y suanilisis titopatologico
para la.deteccidn de la MBF mediants latéenica de Randhawa
£1996), consistente en el uso de medios deoultivoespecificos,
afitisperd producido y ELISA. Asimismo, se lievaron:a cabo
pruebas de patogenicidad en las muestras (drganos
vegetatives muestreados. en la Comares Lagunera). que
resultaron. positivas a la presencia de Aae, La deteccidn se
realizé en el Departamente de Parasitologia de a Universidad
Auténomd Agraria Amtenio Narrp ¢n Saltillo. Coahuila,

Méxieo. Lacepa bacteriana de Aae Ta proparciond el Centro
Macional de Referenciade Diagnéstico Fitosanitario {CNRDE)
de la Direccign General de Sanidad Vegetal (DGSV), México.
Primera Fase: Increménto dé Aar. T.d ptimera etapa inici-
vonel ineremento-de Anc siguiendo.l protocolo de Randhawa
(1996) donde se-utilizaron los medios de. cultive especificos
T125 y M$-153 proporeionados por a Universidad de
Califoenia, EUA. Ambos medios fueren praporcionados en
condentraciones de rutrientes. no descritos (protegidos: por
Teyés de sectpeid) en sobres sellados pdra su preparacion en
mezela-con 1 L de H,O destilada. Beacuerdo con la téenica
descritaper Kiraly (1974), se obtuyieron 100 tbosde ensaye
en solucién salina al (0:85% ds NaCl con una concentracion
de 10* unidades formadoras de colonins UFC/mL., verificada
¢on un hematoeitnetre (Kiraly, 1974). Las suspensiones
bacterianas & tuboy $e almacenaroin a4°C paraestabilizar la
bacterm ¥ evitarun shock en ku imunizacioi.

] 1tisyero. Posterional ingremiento de indculo
cle Age, se deearmllé -una inmunizacién gn conejo
(Oryetolagus cuniculis Linnaeus) de razaNueva Zelanda con
unpeso promedio de 3 kg, imaedad de9-24 meses y evitando
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que'las hembras estuviesen embatazadas (Bokx, 1980; Valdés,
1995: Villarreal, 1980) Previo a 18 inmnizacién, se obtuva
surero hormal para que sirviéra como festige con-telagién-al
silero & producir: Para levar a cabo-este pase; el conejo debid
haberestado enayunas nomenos de 24 h para-evitar la lipemis,
Secolectaron 15mi poreonejo, el suerose tecupert mediatite
centrifugacién durante 15 min a 5060 tpri, v se conservd en
congelacin. Una semana déspués s¢ Hevé a cabio ¢l plan de
inmimizacién en ires esquierhas, con cineo conejos por
esquerna (Cuadro:1). A'los 24-dias despuésde laGltima scrie
de inyecciones se realizd una nueva aplicacién de dosis de
antigeno (2 ml. via intramuscular); denominada dosis de
recuerde. Los conejos se sangraron de ruévo, antes y géis
dfas después de inyeccion del recuerdo, yla titulacion de los
anticuérpos presenites se llevs a catio mediante aglutinacion
segin s¢ indica en €] Cuadro 2. Esta aglutinacién fue
carroborada obteriendo 0.1 mL de la solucion de lostubos y
deposilandsia por separado-en portaobjetos ¥ asi procedera
obscrvar la. mrqmaglumaclén al microscopio- dptico. Cabwe
md.lcar quc uns umlacxén (fanmmén de amllo} se consxdma
mayoro 1gual a l 640 con-el atmtuerq homélogo
Piuebas de patogericidad. Las pritebas de patogenicidad (PP)
se desarrollaron con Ja finalidad de familiarizarse con Ja
sintomatologia que produee Aac, las cuales se llevaron a
caboensemilla, pkintula'y fruto de sandfa, variedad Peackock
WR124. 8¢ embebieron 20 semillas durante 15 it it 200 il
de una sugpensidn bacteriana de 10* UFC/mL y sesembraren
en vasos de vidrio por separade,; 1ds ¢uales: contenieron
sustrato estéril tipo peat-moss (Sunshine, Sva Gro

Cuadro 1. Bsquemas de inmunizaeién utilizados en la
produccion de antisuerd conitra Ac/dovorax avendepv. citrdli
en conejos tipo Nueva Zelanda (Orycrolagus cuniculis).

Dia Vacuna (L) Viadelainyeecion
' Esgueins 1
I 1 Intramuscular
7 1 Titramuseular
4 2 Tnramuscular
Esquema 2
1 18] Intramuscular
3 03 Intrathisscalar
7 03 Inteamuscilar
0 O Intramuscular
15 20 Intemmuscular
Esguetna 3
1 0.1 Intravenosa
3 03 Intravenosa
(] 05 Intravenosa
10 1.9 Iframusciilar
15 20 Intramuscular
20 20 _ Intravengsa

Hurticulture: Canada, Lid.); asimisme, otras 20 semillas se

sensideraron commo testigos negativos-al pasar por el mijsmo

[proceso, peroe haciends uso dé agua-estérilen la jinbibicidn.

Respecto. o lag PP en plantuliis, 40 sémillis previamente

desitfectadas, fiseron germinadas en placas de.germinacion

cofi $ustrats estéril peat-moss; las condiciongs en las que se
produjeron.las pldntulas fueron a 25°C haciendo uso de agua
corriente de. Ilave estéril para ¢l riego; al tabo de 20 dias

después de la emergencia, se incularon 20 plantalas con la

suspension bacteriana a una concentracidn dé 108 UFCiml
cof un cotonete de algadon sobre los cotiledencs: lag
resultanites 20 plintulas fueron consideradas como testigo
riegativd 4l pasar por el ‘misme procese con cotoriete con
agus destilada estéril. Las PP en fruto-se desarratlaron con
aqué]ies madurosentre 2y 3 kg 'y no mas después de 10 dias
de su corte de la plants thadre, y obtenidos para sy venta.
Tres frutos, previamente désinfectados, se inocularon
punzéndolos primeraménte y adicionando-con.un cotonete 1
ml delasuspendion bacteriana de 10¥UFC/mL. Un fruto mas
se utilizg como testigo negativo al ser punzado e inoculado
eon agua destilada -estéril. La semilla, plintulas y frutos
utilizadoy para las PP, posterior 4 la inoculacién fueron
cubiertagcon bolsasde polistileno y ubicadas én uria cdmars
de incubacitn con una bumedad relativa.entre 80-90% y a 35-

41°C enun periodo de: cuatro a sicle dias, condiciopes que

scorde a Randhgwa (1996); son las apropiadas para inducir
l¢% signos de la enfermedad.

Identificacion de dacen material vegetativo. de las procbias
depatogenicidad. La identificacion de Aac se realiza mediante
la técnica serolégica ELISA, siguiendo el protocelo para la
identificacidn de bacterizs AGDIA, empresd la ¢cual dondeel
kit de deteéceidh para Agc. En cada prueba se incluyé nna

‘nuestra de Aac como testigo positivo. Como testigo negativo

se ytilizaron tres pozos per placa (Testiges 1, 2y.3) de solucién

-amortiguadora de extraccion. Las placas se evaluaron en un

lector ELISA a 405 nm. Para deciditsi las mnestras fugron

positivasa la presencia de dae, se-usd el criterio qire utiliza el
CNRDF dela DGSV, el cual consistié en considerar los valores

obtenidos del lector ELISA de:los tres testigos negativos,
aplicando la siguiente formula: VD =T1 +T2+T3/3=%2(VD
= Valorde decisién; T1=Testigo negativo une; T2 = Testigo
negativo ‘dos; T3 = Testigo negativo tres). Se obtuvo ufa
media de los tres valores de los testigos negativos y el
resultado semultiplicsd pordos. Pof arfiba del valor obtenido
de esa opera«,ién (VD‘.), fueron consideradas positivas, las
:gun.d.a fﬂsﬁ Obtenmn desemilla de.importacion, muesiten
de pldntyla, hoja desarrollada'y fruto de sandia en [a Comarca
Lagunera, y su analisis fitopatoldgico para la deteceitn de Ia
MBF. Parala oblencion delos diversos Srganos vegetativos,
se contd con fa eolaboracidn de la Confedéracion Nacional
de Productores Horticolas (CNPH) Comarea. Lagunera; para

&l 'la obtencidn de serhilla, cda uno de los productores de

cuatrd municipios {Cuadre 3) facilit¢-una cantidad de 100-150
semillas para el andlisis. En e muestreo de pléntula; s¢
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Cuadre 2. Preparacion-de tubes cor solucidn salina al-0.85% (NaCl) con
adicion de antigeno y antisuero para titulacion,

Tubo  Solucitn Dilucitn Dilueion  Dilucién  Dilucion

salinaml.  amtisueromi anligeno ~ Tinal

1 a9 0.1 110 05 1:20

2 03 03T 120 05 L4

3 D5 05T2 140 05 1:80

4 05 05F3 180 05 1:460

5 0s 05T4 1:160 0s 1:320

6 03 OS5TS 1320 05 1:640;

7 a5 0.5T6 1:640 0s 1:1260

8 (4] 0517 111280 05 12560

9 05 0.37-8 12560 05 1:5120

10 03 05719 13120 o5 1:6240

Si ta tinulacion del suero resulta supm Tor 2 64061280 (sextoo séptimo tubo)
stgnifica gqus el'antisuerd producide es.rico ca anticuerpos.

obtuvieron: aguéllas que no presentaban: la-primers hoja

verdadera durante los primeros 15 dfas despuds de su
emergencid, Pata el cdso de hojas desarrolladas, se
considerdron aquéllasentre las 5 y 15 hojas a partir del ronco
de Ja base del talte de la planta ¢n fase de flovacién. Para la
obtencidn de fiuto, se.consideraron 1os mids Proximos a corte
y de posterior venta. Cabe indicar gue. aguéllas plintulas,
hejas. o frutos de plantas que mostraren una sintomatlogia
similar ala;producida por Aee, tambign fusroncolectados. El
muestrea de lotes sereprodujo al considerado en el muestreo
nacional de papu (Selanun tuberosum L.y porlaSARH (1994),
cubriendo.el Y09 del total de la superficie cultiveble dé cuatro
de los monicipios prodictores dé sandia de la Comadren
Lagunera (Cuadro 43, En ef 10% de la superficie de cada
municipio s¢ hicieren divisiones.de 5 haconsideradas comio

parcelus hipotética a muestredr. Se oblava lacolaboracidnde:
24 productores. Cada Jote se dividié-a su vezen hectdreas, y

cada ha se considerd comio un péinto de muestreo. En cada
punto se trazd una lineg diagonal imaginarin de esqiing a
esquina, ¥ en esa recty trazada se coledtaron 10 musstras.
Terminado of muestreo.cn cada punito, {a colecta se repitid ¢

Jos punios restantes hasta comnpletar ¢l nimero de hectéreas

{puntos) del fete. Cada mnestrs.colectada: e identificada se

envolvid eon papel hidmedo v se coloed enuna hisler para

traslaﬁa.m al lﬁberaxbno para su anéhsrs

Cd.dil muesua de sermlla

consistente en 20 acmﬂias -provenientes de eadg uno-de los

lates tle los prodactores-cooparantes, se: pess por separada,
s¢ layd en agus covriente durante 30 min y s oolocé en
chiarotas d& plistico eon capacidad:de 2 L. En cads oharols
con su respeetiva muestra-de senmilla-se ugregs una cantidad
de 100 mL de'agua destilada, y luego sele afiadieron 2 ml.de
selucidn amortiguadory fosfataga conun pH="7. A lamezcla
de-agea con fosfatase conteniendo cada muestra de semmilla
se fe Tlamd suspensitn madre. Las charolas se ineubaron
durante 12 24°C con la finalidad de que se liberara Aac g la

sispenigion thadre. Luego se tamaron 10.mL. de suspensidn.
madre dé ¢ada ung d& tas eharolas, se higieron ¢uatro
dituciones (10:1, 10542, 160:3, 10:4), y de la dltimase toris 0.1 mL.
el cual se sembeé en medio de cultivo especifico MS5153¢n
cajay de Petri por-el métedo de dispersién por varilla (Roger
e al., 1981) y se incubaron durante siete dias a 34°C. La
coldrac i anigingl det medio gs verde yeneasode presencia
'dp rim: oeurre 'u‘n cambi‘o 2 co"lbg ai*"l.‘lt (’Raﬂﬁhawa. 1 99!6) A laa,
mudmr_ de las cqlnmaﬁ ,Pesmv_a,s se exirajn una testta la
epal se sembrd en medio. de cultive especificn T2 125 por la
1éenica de estriz en cuadrante (Diazeval., 1999} ¢ incnbdndose
2 35°C durante 7 dias. Las colonias bacterianas de Aac sobre
este medid presentai tna zora de hidrdlisis. Las colonias
bucterianis positivasse sembraron en imedio de cultivo BDK
demd:: Aac' o pre.semu ﬂuarescencm

antisuero. pmdumdn ias plénmlag hﬁ)ﬁ!& desarm]ladas y
frutos obtenidos.en cada iole, se someticron por un pruceso
de cortes de 0.5 2 1 cm de ditimerro ¥ se introdujeron
directamsnte €n ina salucion sdlina al 0:85% de NaCl,
dengminada solucidn madre. Parg fa detecmén de Adc ie
desarrollé Ja-técnica de aglulinacidn en portacbjdio (Kiraly,
(1974), Ta eual consiste en colocar 0.1 mL de antisuero
producido en. un portavbjetos cincava, y posteriormente
disolver 0.1 mL de la soluciones madres obtenidas de semilla,
ptﬁn;uta Noja' y frito. Las preparacianes se observaron al
: ,'opm ¢on la finglidad de detectar 14 reaceién de

1a t&mc:a suulﬁgmn ELISA. se wnsidcré el pmmolo d:sc.nto
en 1a deteccidn ensemilla.

baeterras Auc que fueron poﬂ’lwas en 1@3 méfodm de



Revista MexicaANA be FITOPATOLOGIA, /33

deteecion amteriores, las prugbias de patogenicidad se levaron
a cdbo miediante Ia técnica de-Randhawa (1996); Lag PP se
aplicaron en: pléntulas de 25-30 dfas-después de laemergencia,
‘como se deseribié en la primsera fase. S re-aisls Aaede tejido
enfermo mediante u enica de Rundhawa y confirmandose
el patégenc por ELISA.

Incmmento deAat y pmdnmﬁan deantisuero. A incrementar

¢l indeulo, se observé que las colonias que erecieron.

manifestaron caracterfsticas similares & las reportidas por
Randhawa (1996), las cuales ‘consisten e ud cambic de

coloracitn de verde a azul del riiedio MS 53, rinientras: queien.
e-hidrdlisis en la periferiade las

T-125 se produce una
coloniag ¢recientes. Por otra parte, debido-a que no todos los
animales de sangre caliente reaccionan igual a un antigeno,
sdla el esquema 3 (Cundro 1)fue eficiente para producir un
ako contenido-de anticuerpes, ya que urfia vez que se realizd
la pruebd de Hiulo ames de Ja inyeccidn del recuerds, la
aglutinacion y précipitaion se observd enla dilucitn 1:1280,
lo.que noocutti6-con log congjos tritados con los esquemas
1'y 2 {Cuadro 1). La aglutinacion fue verificeda realizando
lecturas bajo el microscopio compuesto donde se obervd
una micreaglutinacidn(Bokx, 1980). Después de la inyeccién
del recuerdo. en los conejos bajo tratamiento con sste
esquenna, Ia aglutinucion se observd hasta la dilbcion 1:5120
loque indics un alto contenido de anticuerpes. Las prebas
deconfirmacion por aglufinacion foeron positivas, obteniendo
-Que diluciones bactérianas.de | x 10? fueran las mis bajas
-parasu:deteccion. Una vez realizadaesta actividad, se-obtuve

1a sangre total, se separs el suero del plasma y el antisuero
rico en anticuerpos eonta Adc se almacend: en tubos de
¢énsaye bajo congelamiento.

Prisebas de: patogenicidad y deteceisi de.Aac mediante
ELISA. D¢ las sernillas embebidasenln suspension bacteriana

de [OFUFC/mL, o1 14% no germing, y lasque logearon germinar

entre los 7 y 15 diss bajo condiciones favorables de la
enfermudad, presentaron una acuosidader tallo y mmarchitez.

Los codledones: thostraron rhanchas irregulares deé agpecto

MEs 0scure y grasoso cof relacidn al drea sana, y finalmente
se-presents la puerte de la pléntiula. Las semillas que no
lograron. germinay presentaron la testa acuesa, blanda y
abierta con presenciu del epicdtilo. En plantula-también se
utilizé el misme nitmiero que en semillas; los sintomas en esta
etapa fueren manchas 1rrcguldms. eqi un principio claras y
posteriormerite ebiscuris y de aspecta grasosp, y al cabo de
siete a diez dfas Ia rhuérte, mientras que las plantutas
congideradas como testigo negativo se desarrollaron
adecuadamente. Parn el 'caso. de frute, af cabo de 15 dias los
inoculadoes mestraron en un. principio exudados bacterianos
¥y posterivrmente manchus grasosas que con el paso del
tiernpo fueran coaleseienido y agrietando la superficic del
frute. A los frutos se les hizo un corte tranisversal en el cual se
observé un-avance de la énfermedad hacia &l interior, lo cual
concuerda con Hopking (1992); en los futos considerados
como testigo negativo, las lesiones mostraron un aspecto
fispero, secy 'y rugoso. QOtra de las. finalidades de a
confirmaci6n de. la bactetia mediante pruebas de
patpgenicidad. fue el familiatizarse con los sfritomas, ya que
serfa dergran utilidad para.él muestreo y déteceion de la bacteria

Cuadro 3, Presencia de Acidovarax gvenae pv. citrulli en semilla de sandia Citrullus vulgaris)

proporcionada por productores de la Comarca Lagunera, México.

Municipio ‘Ejidos Técnica Rundhawa Antisuero
. T125 MS153 BDK POX ELISA producido
Gémez Palacio, Dgo. 6:de Octubre, + r T 3 . ~
Providencia y
Lazart éivdenas
Tlahalile, Dge. Tucers, Pompelia, # + + + - +
Jauja y Horizonte
Matamoros Coah, Matameros ¥ + + + - - +
Cengregacién Hgo.
Viesca, Coah. Lizaro, Cardenas + + o+ = - -
Testige: positive Plantula 4 + - + + +
Hoja * ¥ - * * *
Fruto + e - s + 3
Testigo negativo Pléntuia - - - - - .
. ;Hﬂjﬂ: - - - - - -
_Fruto - - . - - -
+=Prueba positiva,
- = Prueba negativa,

T125 y M8153-= Medios de.culiivo-especfticos para A.a.pv. citrulli,
BDK =Medio decultive selective de 1a serie Schaed.

POX =Fmeba de oxidasa.
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Cuadto 4. Presencia de Acidoverax avenae pv. citrulli en plintuls, hojus y frutos de sandia (Crirulius
vilgaris) miestreados én lotes de la Comarca Lagunera, México.

Nhmicipio Grgano Técnica de Raridhawa "BLISA  Antiguero
vegetal T125 MSIS3 BDK POX producido
Comez Palacio, Dgo. _ Plantula + * - - N -
Haja + + - - - -
Fruto + + - . - -
“Tiahalile, Dgo. Plantula * + + v - -
Hoja + ¥ - - - =
Fruto * + - - . -
Matainoros Caah, Planfula + + - - - -
Hojs + s S :
Fruto. + o+ - . ) -
ViescaCoah. Plintula * +: - - - -
Hoja + + 5 = N -
Fruto + # - - - -
Testigo positivo Plantula + + . + + +
Haja + + = + * +
Friito + +. - + + +
‘Testigo negativp Pléntula - - - - -
Hoja. - - - - . -
Frato - - = - - -

+=Prueba positiva,
-=Prueba negativs:

T125 y MS153 = Medios de eultivo especificos para.A.a.pv. visrufli.
BDE =Medio decultivo selective de la serie:Schaad.

POX = Prucba de oxidasa.

enla Comarca Lagunera. En lo que respecta a faidentificacion
de Agc¢-en log Grganos obtenidos:de lak-PF medidnte BLISA,
se obtuvo un resultado positive. Asimismo, esta prueba fue
aprovechada -para verifigar la gepa donada per la DGSY,
obteniende un-resnMado positivo contra. 4ac.
Detecciénde lomancha bacteriana del fruta enla Comarca
Lagunera, Deteccion en semilla de importacion mediantela
téenica de Randhawa (1996), antisuero producide y ELISA,
Usando 4 téenica de Randhawa se demostriy la préseneia de
Age en ia semilla, dnicamente en la gue se gbluvo dé
productores de los municipios de Gomez Palacio y Tishualilo,
Durange (Cuadro 3); Tas carscteristicas que presentaron las
colonias, losmedios especificos, el sefectivoy lareaccidnien
la prucba de oxidasa fasron similares: a: [as. indicadas por
Randhwwe (1996). Un resultado similar ocurrié.con T semilta
obtenids de Matarfioros ¥ Viesca, Coahuily, pery con'la
diferencia dé que 4l Hlevar a eabo 18 prucha de axidasa, las
colonias no presentaron una reaccion: positiva al cabo de 10-
15 seg como.lo mencione Randhawa (1996), indicativo para
considerar negativa la presencia de Awc: Los resultados
abtenidos mediante la téonica de aglutinacién ¥
: mlcmaglutmmén en portaobjeto con el antisuero prodicido
indiedron positiva su deteccion en semilla proporcionada de
productores de todos 10s-¢jidos {6 de Octubre, Providéncia,
Lézare Cérdenas, Lucero, Pompella, fauja, Horizonte,
Matamoros y Congregacitn de Hidalge). En Jos municipios

muestreados, con exeépeion de aquéilos perteriecientes 4
miumicipio de Viesca (Cuadre 3), los resultados variaron de
acisrdo.a la enica dg Rendiawa y el antisuers prodisido;

.asimismeo, éstas:presentaron variacifn en telacitn a ELISA.

Para esta (itima, les resuitados indicaren que la semilia
obtenida de productores del municipio de Gémez Palacio
resulté ser positiva a ba presenciade due. Por otra-parte, las
muestras provenientes.de agricvltores de los municipos de
Tizhualilo, Matamorps y Viesca fueron negativas a la
presengia-de la MBF.

Deteccidn de la manchabacteriana del fruto en plintula, hojas

-desarrollada vy frute en lotes comerciales en Iz Comarca

Lagunera, mediante 1a técnica de Randhawa (1996), antisuerp

-producide y ELISA. Los suatro munitipios muestresdos

fueron negativos alapresenciade [a bacteria baje las téepicas
‘asadas {Cuadro 4). La corhpar ' de 188 resuftados
obtenidos éhi-¢l diagndsticy de-semilla-con Tos de plantula,
hojas ¥ fiuto, indicaron gue la semilla vienc infectada por
Aae; sin embargo, las condicienes adversas al patdgeno en
Ia regién. como alta temperatura (35-44°C) y baja humedad
relativa que varia entre 40 & 55% (Maeda, 1992), pudiese
cagsat que ¢l patigerio no tengs la capacidad de sebreviviry

porlgtanto ni producir ina infeccidn en la planta de sandis;
-esto. podria traer como constouéneia que al procesar las
muestras vegetativas mediante: diferentes métodos de -

deteecibn para Aac resulten negativas.
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Pruebas de; d a bacterias positivas mediaute los
tres: métodos de deteccién. Estas pruebas solamente se
realizdron én-¢olonias bacteriahay positivay obdenidas de la
semilla procedente de lotes de Gdmez Palacio y Tlahuatilo,
Durango, ¥ Matamoros, Coabmila, Las pruebas mostraon
gue gl incrementar Jas colonias bacterianas e imocular
pléntulas de 25-30 dias bajo condiciones tavorables paraba
enfermedad, dieron resultados. positives aterde a lds
caracteristicas deséritas por Randhawa(1996). Bs importdrite
sefiglar que se fratargn de llevar a cabo pruebas de
pstogenicidad dela solueién madie de 1a serilia provenicate.
de Viesca, Coghuila y gue resultaron positivas:4 la presencia
de Auc. Sin: embar,go al tratar de crecer las bacterias:en los
‘medios T-125 y MS 153, no se obtuvieron erecimientos
bagterinhios, tal vez debido a-lu contarminaciton con bucterias
sapréfitas que inhibieron ¢l crecimiento de Aac despuésde 7
dras de incubaet6n sobge los medios éspecificos. Este
resultade pude debesse 2l tiempo prolongado que. estuvieron.
sometidas las c8lulas bacterianas de.dac en lasplucitn saling
al 0.85%. que pudo repercutir para gue £stas no se
multiplicaran en los primeros 7 dias que-¢s cuando deben de
crecer en los medios utilizados; de lo contrarit, €] cretimiento
de bp}f_:,tﬂl!a\ saprofitas se ve favorecida (Dr. Randhawa,
comuricaciGn personal, 1995). Posterior a la pruehas de
patogenicidad, la bacteria se aislé.de tejido enfermo en los
rmedios T-125 y MS153 y seconfirmd: mediante ELISA, el.cual
fue positivo.

56lo wno de los esquemas de inmudizacion atilizados fue
apropiado pary la produceitn de gntisuéro contrd Acidovor
avenae py. citrulli, gencrindose-despuds dé 1a inyeedidn del
‘recuerdey un alto contenide de anticuerpos y con capacidad
de-detactar 3 [a bacteria {(angeno) e usa congentracion. de
1 %107 8 confirmd la identificavidn de Aasmediants pruchas
de patogenicidad y ELISA y se detecti en semilla de sandfa
ifnportada de los EUA para siemibivn e Ja Comarca Laganera,
médiante 1o téenica dé Randhawa (medids sspecificoy),
antisuero producido, ELISA y pruebas de patogenicidad. Sin
embargo, no se detectd en piéntula, hoja desamrollada y fruto
obtemidus. de Intes comerersles, debido guizds a Yas
condiciones ¢limatologicds de 1a regién. Bs importante que
las diferentes prusbas de déeeceidn se utilicen come
complemento, y que s¢ lleven a.cabo monitoreosen los lotes
de imporiacida durate las diférentes etapas. fénoldgicas-del
cultive para evitar la introduceidn de fitopatdgenos en 1
ComureaLagunera. R
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