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Resumen

La Agricultura a nivel nacional e internacional se ha visto afectada, por problemas fitosanitarios causados por bacterias. Con el
comercio internacional, se presenta movimiento de material vegetativo. Sin embargo existe material vegetal que se moviliza y que
puede ser portador de agentes nocivos. Los objetivos del presente estudio consistieron en detectar Acidovorax avenae pv. citrulli (Aac)
en semilla de melén y sandia de importacion y confirmar que en el estado de Sonora, no se manifiesta la enfermedad en el cultivo de
sandia y melén. La investigacién consisti6 en la obtencién de semilla procedente del extranjero, donada por productores. Se
realizaron muestreos en dreas productoras de sandia y melén en las dreas agricolas. El muestreo se desarrollé en las diferentes etapas
fenolégicas (plantula, floracién y fructificacién). Para su diagnéstico, se utilizo, la técnica de deteccion de un antigeno inmovilizado
sobre una fase sélida mediante anticuerpos que directamente producen una reaccién cuyo producto fue medido
espectrofotométricamente, pruebas de patogenicidad y medios especificos. Los resultados mostraron positiva la presencia de Aac en
semilla de importacién. En las etapas vegetativas de plantula, floracién y fructificacion, fue negativa.

Palabras Claves: Mancha bacteriana del fruto, Acidovorax avenae, sandia, melén, ELISA.

Bacterial Fruit Blotch (Acidovorax avenae) in Watermelon (Citrullus vulgaris )
and Melon (Cucumis melo) in Sonora, México

Abstract

National and international agriculture has been affected, by phytosanitary problems caused by bacteria. With the international trade,
the movement of vegetative material can be a carrier of harmful agents. The objectives of this research consisted in detect Acidovorax
avenae pv. citrulli (Aac) in seed of melon and watermelon from others countries and confirm that this disease is not present in Sonora
state. The research consisted in obtaining seed donated by producers. A sample of watermelon and melon in Sonora was developed in
different phonologic stages. For its diagnosis, was carried out the detection of an antigen immobilized on a solid phase by means of
antibodies that directly produce a reaction which product was measured by spectrophotometria, tests pathogenicity and specific
Medias. The Aac presence was positive in seed. In vegetative stages ,the Aac agent was not detected.
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Introduccion

La Agricultura a nivel nacional e internacional en los
dltimos afios se ha visto afectada, en gran parte a los
problemas fitosanitarios causados principalmente por
hongos, bacterias, etc. Con el comercio internacional, se
presenta un gran movimiento de material vegetativo y
siembras de estos productos vegetales, debido a la rapidez
con que en la actualidad se transportan; existen grandes
cantidades de material vegetal que se moviliza y que en
algunos casos pueden ser portadores de agentes nocivos.
Los aspectos negativos antes mencionados, han originado
perdidas y grandes trastornos en algunas regiones en la
agricultura nacional; es conveniente contar con medidas
necesarias para evitar el ingreso de agentes nocivos.

La mancha bacteriana del fruto de melén y sandia es
causada por Acidovorax avenae pv. citrulli; es una bacteria
que produce la putrefaccién del fruto, se considera
perdidas de hasta el 100%. La mancha bacteriana del fruto
fue detectada por primera vez en las islas Marianas en
1988. En 1989 apareci6 en los Estados Unidos en campos
comerciales de Sandia, con brotes graves aislados en
Florida, Carolina del Sur e Indiana. Desde entonces, la
enfermedad ha sido observada en otros estados al este de
Estados Unidos (Wall et al., 1990). Es la bacteria causante
de la mancha bacteriana del fruto (MBF) en el cultivo de
Sandfa (Citrullus Vulgaris Schard.) y otras cucurbitdceas
(Walcott et al., 2000). Por el grado de devastacién de esta
enfermedad de Acidovorax ha alcanzado en diversos
lugares productores de EUA, que esta bacteria haya sido
catalogada como de importancia cuarentenaria, dando
lugar a una suspensién de venta de semilla de sandia en
1995, misma que amenazé con la eliminacién definitiva de
este cultivo en ese pais (Hopkins, 1990; Hopkins et al.,
1992; Latin y Hopkins, 1995).

En afios recientes, se ha detectado en algunas regiones
de Estados Unidos (EUA) la bacteria Acidovorax avenae pv.
citrulli (Aac), agente causal de la mancha bacteriana del
fruto (MBF) en el cultivo de sandia. Esta bacteria ocasiona
una pudriciéon en el fruto, tallos y hojas, tiene la
particularidad de diseminarse por semilla. Dado que
México es un pais importador de semilla de los EUA, la
introduccién potencial de este patégeno es significativa,
especialmente en dreas donde la produccién de sandia es
importante  (Somodi, 1991; Rueda et al., 2006). Sin
embargo, tal enfermedad no radica Gnicamente en el dano
producido al fruto, sino que también tiene la capacidad de
diseminarse por semilla, de ahf la importancia de que algin
pafs importa semilla de sandfa y mel6n de esas dreas debe
de tener métodos de diagndstico con una sensibilidad
capaz de detectar al organismo. En la Republica Mexicana

el cultivo de sandia y mel6n, han aumentado
considerablemente en los Gltimos afos y debido a que
México no produce su propia semilla obliga a que los
productores adquieran semilla de origen extranjero,
principalmente de Estados Unidos, ya que las
variedades y/o hibridos adquiridos producen frutos que
rinden las caracteristicas preferidas por el consumidor,
originando, que los grandes vollimenes de semilla que
ingresan al pafs sea una puerta de entrada para
Acidovorax avenae pv. Citrulli.

El ensayo de inmunoadsorcién con enzimas ligadas
o ELISA, es una prueba confiable y rapida para la
detecciéon de organismos fitopatégenos como bacterias,
virus, hongos. Ya que permite detectar, en érganos de
plantas, cantidades muy pequenas de estos agentes y
ademas permite estimar su concentracién en el tejido
enfermo. El ensayo denominado sdndwich de doble
anticuerpo (DAS) es la variante mds cominmente
utilizada de ELISA y constituye en la adsorcién de
anticuerpos especificos a una placa de poliestireno, los
antigenos o fitopatégenos reaccionan con los
anticuerpos adheridos a la placa (Cruz, 1997).

Los objetivos del presente trabajo de investigacion
consistieron fueron detectar Acidovorax avenae pv.
citrulli en semilla de melén y sandia de importacién y
confirmar que en las dreas agricolas del estado de
Sonora, no se manifiesta la enfermedad en el cultivo de
sandia y melon.

Materiales y Métodos

La presente investigacion se llevé acabo en la
Universidad de Sonora, Campus Santa Ana. La
investigacion se realizé en dos fases. La primera consistié
en el incremento de la bacteria Acidovorax avenae pv.
citrulli (Aac), on medios de cultivo especificos, pruebas
de patogenicidad en frutos y plantulas de sandia con
fines de familiarizacion en los sintomas de la bacteria
Aac y su identificacién mediante técnica de formacion
de capas de inmunocomplejos y revelados enzimaticos
(Rueda et al., 1996; Sanchez et al.,1998; Rueda et al.,
2006). El kit de Aac fue proporcionado por el proyecto
de fondo sectorial clave 12067, al cual pertenece esta
investigacion. Posteriormente la segunda fase incluyé
entrevistas con productores agricolas y ofrecimiento de
platicas sobre la importancia de las enfermedades
fitopatogenas y la importancia del diagndstico
fitosanitario. Posteriormente fue solicitada semilla para
siembra a los mismos productores del estado.

Alvarado Martinez y col., Mancha bacteriana del fruto en sandia y melén.
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Se desarrollé un muestreo de plantulas, hojas
desarrolladas y frutos de sandia y melén en las zonas
agricolas del estado de Sonora, y su correspondiente andlisis
fitopatolégico para la deteccién de Aac. Fueron llevadas a
cabo, pruebas de patogenicidad en muestras positivas a
Aac. Se desarroll6 muestreo de plantulas, hoja desarrollada
y fruto de sandia y mel6n en Sonora acorde a SARH (1994),
y su analisis fitopatolégico para la deteccién de Aac
mediante la técnica Randhawa (1996); una vez realizadas lo
anterior se desarrollaron pruebas de conjugacion de
anticuerpos especificos con la bacteria en estudio,
formacién de capas de inmunocomplejos, revelados
enzimaticos, siguiendo el protocolo general de
identificacién de bacterias AGDIA (Flores, 1997). Para el
caso de las pruebas de patogenicidad de aquellas muestras
que resultaron positivas procedentes de dareas agricolas o
semilla infectada, se realizaron en frutos de sandia y
plantula.

Resultados y Discusién

Primera etapa

De las semillas embebidas en la suspensién bacteriana de
10° UFC/ml. El 14% no germind, y las que lograron
germinar entre los 7 y 15 dias bajo condiciones favorables
de la enfermedad, presentaron una acuosidad en tallo y
marchites. Los cotiledones mostraron manchas irregulares
de aspecto mas oscuro y grasoso con relacion al drea sana,
y finalmente se presentd la muerte de la plantula. Las
semillas que no lograron germinar presentaron la testa
acuosa, blanda y abierta con presencia del epicotilo. En
plantula también se utiliz6 el mismo nidmero que en
semillas; los sintomas en esta etapa fueron manchas
irregulares, en un principio son claras y posteriormente
obscuras y de aspecto grasoso, y al cabo de siete dias la
muerte, mientras que las plantulas consideradas como
testigo negativo se desarrollaron adecuadamente.

Para el caso del fruto, al cabo de 15 dias los inoculados
mostraron en un principio exudados bacterianos y
posteriormente manchas grasosas que con el paso del
tiempo fueron coalesciendo y agrietando la superficie del
fruto. A los frutos se les hizo un corte transversal en el cual
se observé un avance de la enfermedad hacia el interior, lo
cual concuerda con Hopkins et al. (1992); en los frutos
considerados como testigo negativo, las lesiones mostraron
un aspecto aspero, seco y rugoso. Otra de las finalidades de
la confirmacion de la bacteria mediante pruebas de
patogenicidad, fue el familiarizarse con los sintomas, ya que
serfa de gran utilidad para el muestreo y deteccién de la
bacteria en Sonora.

I 13
Segunda etapa
Semilla de Sandia. Usando la técnica de Randhawa se
demostrod la presencia de Aac en la semilla de sandfia,
Gnicamente en la que se obtuvo de productores de los
municipios de Cajeme, Guaymas, Hermosillo y Navojoa
(Tabla 1). Las caracteristicas que presentaron las
colonias, los medios especificos, el selectivo y la
reaccion en la prueba de oxidasa fueron similares a las
indicadas por Randhawa acorde a Rueda et al. (1996);
Sanchez et al. (1998) y Rueda et al. (2006). Un
resultado similar ocurrié con la semilla obtenida de
Caborca pero con la diferencia de que al llevar a cabo
la prueba de oxidasa, las colonias no presentaron una
reaccién positiva al cabo de 10-15 seg como lo
menciona Randhawa acorde a Rueda et al. (1996);
Sanchez et al. (1998) y Rueda et al. (2006), indicativo
para considerar negativa la presencia de Aac. Para la
técnica ELISA, los resultados indicaron que la semilla
obtenida de productores de Cajeme, Guaymas vy
Hermosillo result6 ser positiva a la presencia de Aac.
Por otra parte, las muestras provenientes de agricultores
de los municipios de Caborca y Navojoa fueron
negativas a la presencia de la mancha bacteriana del
fruto

Tabla 1. Deteccién de Acidovorax avenae pv. citrulli en semilla
de sandia y melén de importacién proporcionada por

Eroductores del estado Sonora, México.

Sandia = Cajeme

Guaymas
Hermosillo

+ + +
+ + +

Caborca
Navojoa

+ + + + +

+

Melé6n Cajeme - - -
Guaymas -

Hermosillo -

+ +

Caborca - -

+

Navojoa 4

+ =Prueba positiva.

- = Prueba negativa,

T125 y MS153= Medios de cultivo especificos para Aac.
BDK= Medio de cultivo selectivo serie Schaad.

POX= Prueba de Oxidasa.

Semilla de Meldn. Por otra parte, respecto a la semilla
de Meldn, usando la técnica de Randhawa se demostrd
la presencia de Aac, Gnicamente en la que se obtuvo
de productores de los municipios de Guaymas,
Hermosillo y Navojoa (Tabla 1); las caracteristicas que
presentaron las colonias, los medios especificos, el
selectivo y la reaccién en la prueba de oxidasa fueron
similares a las indicadas por Randhawa acorde a Rueda
et al. (1996); Sanchez et al. (1998) y Rueda et al.
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(2006). Un resultado similar ocurrié con la semilla obtenida
de Caborca y Cajeme pero con la diferencia de que al
llevar a cabo la prueba de oxidasa, las colonias no
presentaron una reaccién positiva. Los resultados obtenidos
mediante la técnica de de ELISA indicaron resultados
positivos excepto para los municipios de Navojoa vy
Cajeme.

Plantula, hoja desarrollada y Fruto- Sandia y Melon

Respecto a la deteccién de Aac en semilla, plantula, hoja
desarrollada y fruto por la técnica ELISA, los municipios
muestreados fueron negativos a la presencia de la bacteria
bajo las técnicas utilizadas (Tabla 2). La comparacién de los
resultados obtenidos en el diagnéstico de semilla con los de
la plantula, hojas, fruto, indicaron que la semilla viene
infectada por Aac. Sin embargo, las condiciones adversas al
patégeno en la regién, como una media alta temperatura
(35 °C) y baja humedad relativa que varia entre 40 y 55%,

pudiese causar que el patégeno no tenga la capacidad
de sobrevivir y por lo tanto no producir una infeccién
en la planta de Sandia y mel6n; esto podria traer como
consecuencia que al procesar las muestras vegetativas
mediante diferentes métodos de deteccién para Aac
resulten negativas.

Pruebas de patogenicidad a bacterias positivas
mediante los tres métodos de deteccién

Estas pruebas solamente se realizaron en colonias
bacterianas positivas obtenidas de la semilla de sandia y
melén que fueron utilizadas como testigos positivos en
la primera fase. Las pruebas mostraron que al inocular
plantulas de 25-30 dias bajo condiciones favorables
para la enfermedad, dieron resultados positivos acorde
a las caracteristicas descritas por Randhawa acorde a
Rueda et al. (1996); Sanchez et al. (1998) y Rueda et al.
(2006).

Tabla 2. Deteccion de Acidovorax avenae pv. citrulli en plantula, hoja y fruto de sandia y meléon muestreado en areas

agricolas del estado de Sonora

plantula
hoja
fruto
plantula
hoja
fruto
plantula
hoja
fruto
plantula
hoja
fruto
plantula
hoja
fruto

Cajeme

Guaymas

Hermosillo

Caborca

Navojoa

++ o+

plantula
hoja
fruto
plantula
hoja
fruto
plantula
hoja
fruto
plantula
hoja
fruto
plantula
hoja
fruto

Cajeme

Guaymas

Hermosillo

Caborca

Navojoa

+ +
+ o+

+

e

T125 y MS153= Medios de cultivo especifico.
BDK= Medio de cultivo selectivo.
POX= Prueba de oxidasa.

Alvarado Martinez y col., Mancha bacteriana del fruto en sandia y melén.
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Posterior a las pruebas de patogenicidad, la bacteria se
aisl6 de tejido enfermo en los medios T-125 y MS153 y se
confirmé mediante ELISA, el cual resulté positivo. Es
importante sefalar que se trataron de llevar a cabo pruebas
de patogenicidad de la solucién madre de la semilla de
sandia procedente de Cajeme, Guaymas y Hermosillo,
Navojoa, ademds en semilla de melén, procedente de
Guaymas, Hermosillo y Navojoa, Sonora, que resultaron
positivas a la presencia de Aac. Sin embargo, al tratar de
crecer las bacterias en los medios T-125 y MS153, no se
obtuvieron crecimientos bacterianos para su posterior
prueba de patogenicidad, esto Gltimo tal vez debido a la
contaminacién con bacterias sapréfitas que inhibieron el
crecimiento de Aac después de 7 dias de incubacién sobre
los medios especificos. Este resultado pudo deberse al
tiempo prolongado que estuvieron sometidas las células
bacterianas de Aac en la solucién salina al 0.85%, que pudo
repercutir para que estas no se multiplicaran en los
primeros 7 dfas que es cuando deben de crecer en los
medios utilizados; de lo contrario, el crecimiento de
bacterias saprofitas se ve favorecida (Rueda et al., 2006).

Conclusiones

La importacién de semilla mejorada para la siembra en
cucurbitaceas, ha aumentado en México. Dicha semilla en
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su mayoria es proveniente de Estados Unidos de
América. Se identific6 Aac mediante pruebas de
patogenicidad y ELISA, también se detecté en semilla de
sandia y mel6on importada de los Estados Unidos de
América para siembra en Sonora, México, mediante la
técnica de Randhawa, ELISA, asi como en pruebas de
patogenicidad.

El estado de Sonora es libre de la bacteria
Acidovorax avenae pv. citrulli en las diferentes etapas
fenolégicas del cultivo de melén y sandia. Esto ultimo
pudiese deberse principalmente a las condiciones
climatologias del estado de Sonora. No obstante ello, es
importante que en el estado de Sonora se realicen
diferentes pruebas de deteccion y ademas que se lleven
acabo monitoreos en semillas de importacién y durante
las diferentes etapas fonolégicas de sandia y mel6n para
evitar la introduccién de fitopatégenos. €~
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