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RESUMEN
El manchado bacteriano de la sandia (Citrullus lanatus) causado por Acidovorax
avenae subsp. citrulli es una enfermedad devastadora de este cultivo y otras
cucurbitaceas, debido a que el patogeno se trasmite por semilla. Por lo tanto es
recomendable emplear semilla libre de la bacteria para evitar su introduccién en
zonas, regiones o paises donde no esta presente. Tomando en cuenta todo lo
anterior en la presente investigacion se utilizaron técnicas de aislamiento,
bioquimicas, fisiolégicas, ELISA y moleculares para la deteccion de esta
bacteria directa de semilla. Se logro aislar Acidovorax avenae subsp. citrulli de
semillas infectadas vy tipificar por pruebas bioquimicas, de patogenicidad y
ELISA, logrando la reproduccion de sintomas en frutos de sandia, melon vy
calabaza. También se detect6 al patogeno por PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa) simple directo de semilla, lo cual permitira un diagnoéstico mas

rapido y sensible con el objeto de evitar la introduccion del patogeno al pais.

Palabras clave: Citrullus lanatus, Acidovorax , manchado bacteriano, PCR
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SUMMARY

The watermelon fruit blotch (Citrullus lanatus) caused by Acidovorax avenae
subsp. citrulli is a devastating disease for this crop and other cucurbits. As the
pathogen is transmitted by seed it is recommended to utilize seed free of
bacterium to avoid its introduction in areas, regions or countries where it is not
yet present. In this research isolation, biochemist, ELISA, and molecular
techniques were utilized to detect directly this bacterium in the seed. Acidovorax
avenae subsp. citrulli bacteria from infected seeds were isolated and they were
sorted by biochemist, pathogenesis and ELISA tests, obtaining the reproduction
of symptoms in watermelon, melon, and squash. The pathogen was also
detected by PCR (Chain Reaction of Polymerase) directly from seeds, permitting
a quick and sensitive diagnosis to avoid the introduction of this pathogen in the

country.

Key words: Citrullus lanatus, Acidovorax, fruit blotch, PCR
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DETECCION DE Acidovorax Avenae subsp. citrulli EN SEMILLA DE

SANDIA MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

| .- Introduccioén

A nivel mundial la sandia se cultiva en cuatro continentes, apareciendo México
en el octavo lugar en produccién, en el pais existen importantes zonas
productoras, en el Pacifico Sur destacan los estados de Oaxaca, Guerrero,
Chiapas, asi como el Bajio que comprende Guanajuato, Michoacan y Noroeste:
Sinaloa, Nayarit, Sonora. Hasta la década de los noventa Sonora contaba con
6, 316 ha, representando el 15% del total nacional; Chihuahua en 1990 contaba
con 434 ha, éste ha mostrado un crecimiento impresionante al pasar a 4,179
ha que representa un incremento de 863%; en estos dos estados el cultivo bajo
riego abarca casi el 100%; del total nacional el 61.06% corresponden al area de
riego y 38.94 a temporal; asi como el 61.28% al ciclo Otofio — invierno y 38.72%
a Primavera-Verano; Sinaloa representa el 6.6% y 6.3% Tabasco; conformando
asi un total de 47.2% de la superficie cultivada en nuestro pais (SAGAR,

reportado por ASERCA 1999).

El cultivo de la sandia es afectado por diversos factores bioclimaticos como son;

la temperatura, precipitacion pluvial, las plagas y enfermedades.

El manchado bacteriano es una enfermedad devastadora de la sandia (Citrullus
lanatus), es ocasionada por Acidovorax avenae subsp. citrulli, dicho patégeno

se encuentra alojado en la semilla y es transmitido por la misma, siendo la
1



fuente de in6culo primario; los dafios mas importantes los ocasiona en el fruto,
este patdégeno tiene un amplio rango de hospedantes en los que se encuentra el
meldn y otras cucurbitaceas. Reportes en Estados Unidos indican una
incidencia de un 50 - 80%, ocasionando pérdidas hasta de un 90% del fruto, ya

que disminuye su calidad y cantidad (Hopkins et al. 1997).

En la actualidad existen diferentes técnicas para el diagnéstico de bacterias de
importancia cuarentenaria, como pruebas de aislamiento, bioquimicas y
serolégicas presentando desventajas en cuanto a sensibilidad, especificidad y
tiempo. El diagnostico directo de semilla es importante ya que en este caso el
patégeno se encuentra alojado en ésta, por lo tanto es el medio mas importante
de introduccion de esta bacteria en areas libres de la enfermedad para ello se
requieren métodos de diagnostico que se puedan desarrollar en el menor
tiempo posible, que ofrezcan mayor sensibilidad y especificidad, para detectar
una baja concentracion del patdgeno en la semilla. En el presente trabajo se
aislo e identific6 Acidovorax avenae subsp. citrulli utilizando técnicas de
aislamiento, serol()gicasvy moleculares para la deteccion del patégeno a partir
de semilla.

Il .- Revision de literatura

2.1.- Aspectos generales del cultivo de sandia

La sandia es una especie del Viejo Mundo, Mallick y Masui (1986), Jeffrey
(1990), Bates y Robinson (1995); citados en ASERCA (1999) indican que la
sandia cultivada era originaria de ya que éste es un importante centro

secundario de diversificacion del género (ASERCA, 1999).
2



2.1.1. Clima y suelo

La sandia es un cultivo muy sensible a las bajas temperaturas, por lo que
requiere de climas calientes con temperaturas 6ptimas que fluctien entre 18 y
25°C como se observa -en el cuadro 1. Para su establecimiento se recomiendan
suelos arenosos, profundos y fértiles; también es sensible a nublados y lluvias
prolongadas, el cultivo se ve favorecido por tiempos soleados, secos y con

suficiente humedad.

Le favorecen los suelos con un pH ligeramente acido, que varia entre 5.5y 6.5,
incluso en suelos con pH de 4.5, se pueden lograr producciones de muy buena
calidad, al utilizar productos que funcionan como solubles para reducir la
tendencia acida del suelo (ASERCA, 1999). La humedad relativa 6ptima para la
sandia es de 60 % y el 80%, siendo un factor determinante durante la floracion.

(www.infoagro.com).

Cuadro 1. Temperaturas criticas para sandia en las distintas fases de desarrollo

Helada 0°C
Detencion de la vegetacion 11-13°C
Germinacion Minima 15°C
Optima 25°C
Floracion Optima 18 — 20°C
Desarrollo Optima 23 -28°C
Maduracioén del fruto 23 -28°C




2.1.2. Descripcion botanica

Segun Jeffrey (1990); citado en ASERCA(1999), la sandia es una planta que
pertenece a las angiospermas; taxonomicamente se encuentra ubicada en la
Clase Dycotiledonae, Subclase Dilliniideae, Super orden Violanae, Orden
Cucurbitales, Familia Cucurbitaceae, Subfamilia Cucurbitoideae, Tribu
Benincaseae, Género Citrullus y Especie lanatus (Thunb.) Matsum. &

Nakai.(ASERCA,1999).

2.1.3. Variedades e hibridos
Las variedades de sandia generalmente se diferencian por la forma y tamario

de los frutos, ya que el resto de la planta no presenta variaciones notables.

En México hasta 1979 se cultivaban las variedades Jubilee, Pea Cok y

Charleston Gay, principalmente (ASERCA, 1999).

Ademas de éstas se han cultivado otras variedades, como la Sangria y Rayada
entre otras como las variedades sin semilla que han tenido gran éxito en los
ultimos anos. La utilizacion de semilla mejorada y de variedades que se
adapten mejor a la region, es de gran importancia para el productor, ya que en
funcién de condiciones climaticas, tecnologia aplicada y precio de la semilla, se
elige la variedad que es mas conveniente. Los hibridos que actualmente se
siembran mas son Sangia, Calsweet y Royal Jubilee; en el caso de los frutos
triploides o sin semilla, se tienen Nova, Abbot 5244 y Scarlet Trio, (Jeffrey,

1990; citado en ASERCA, 1999).



En el caso de la sandia sin semilla, siempre se debe asociar con sandia normal,
pues la primera no cuenta con flores masculinas, requiriendo un polinizador
intermedio para producir plantas y semillas con la informacién genética sin
semilla. Para ello se utiliza preferentemente el hibrido Sangia, que produce

abundante polen y frutos ampliamente aceptados en el mercado.

2.1.4. Costo de cultivo

Generalmente los costos de cultivo varian en funcion de la zona de produccién,
los costos de insumos y las necesidades de aplicacion de estos por las
condiciones de suelos, clima, presencia de plagas y enfermedades, utilizacion
de maquinaria o animales para la preparacion del terreno y las labores
culturales que se practican. Sin embargo, en el caso de la sandia se tiene una
variable mas, la tecnologia aplicada, que en el caso de Jalisco, se cuenta con la
que se considera de punta acolchado, riego por goteo, fertirrigacién, semilla

mejorada, etc. (ASERCA, 1999).

2.1.5. Produccion
Sonora es el principal productor de sandia en México, seguido de Chihuahua,
Jalisco, Sinaloa y Tabasco. Los principales estados productores sumaron 400

936 toneladas en 1997, lo que represent6 56.5% del total nacional.



2.1.6. Plagas y enfermedades

Existe una gran diversidad de plagas y enfermedades que afectan al cultivo de
sandia, ia presencia de estas depende de diversos factores como son las
condiciones agroclimaticas y agonomicas favorables; en el cuadro 2 se
presentan las plagas y enfermedades mas frecuentes en el cultivo.
(www.infoagro.com.calidad./pro_integadal/...ucia._sandia.asp*)

Cuadro 2. Plagas y enfermedades en el cultivo de sandia

Tetranychus urticae
Arafa roja
Tetranychus turkestani

Spodoptera exigua (Rosquilla verde)
Spodoptera littoralis (Rosquilla nega)
Helicoverpa armigera (Heliotis)

Orugas
Heliothis peltigera (Heliotis)
Autogapha gamma (Plusia)

Chrysodeixis chalcites (Plusia)

Trips Frankliniella occidentalis

Aphis spp.
Pulgones
Myzus persicae

Trialeurodes vaporariorum

Mosca blanca
Bemisia tabaci

Liriomyza bryoniae

Liriomyza huidobrensis

Minador
Liriomyza strigata
Liriomyza trifolii
Nematodos Meloidogyne sp.
Manchado bacteriano Acidovorax avenae subsp. citrulli




Pudricion bacteriana Erwinia sp.

Enfermedades vasculares Fusarium oxysporum
Anthracnosis Colletotrichum orbiculare
Pudricion Phytophthora sp.

Oidio Sphaerotheca fuliginea
Cancro gomoso del tallo Didymella bryoniae

MNSV (Virus cribado del melén) Melén Necrotic Spot Virus
ZYMV (Virus del mosaico amarillo del calabacin) Zucchini Yellow Mosaic Virus
CMV (Virus del mosaico del pepino) Cucumber Mosaic Virus
WMV-2 (Virus del mosaico de la sandia 2) Watermelon Mosaic Virus 2

2.2.- Descripcion del patégeno

Acidovorax avenae subsp. citrulli es una bacteria Gram negativa, aerébica
obligada y movil con un solo flagelo polar, en Agar nutritivo las colonias son
blancas, convexas, con una zona traslucida marginal; estas no flourecen en
medio B de King. Los sintomas de este patégeno se pueden confundir con los
causados por Pseudomonas syringae pv. lachrymans. Sin embargo cuando se
aisla el agente causal puede distinguirse facilmente por la produccion de

floresceina en medio B de King.(Schaad, 1988).

2.2.1. Taxonomia y Nomenclatura.
Anteriormente esta bacteria fué clasificada como Pseudomonas
pseudoalcaligenes pero diferian en que ésta es patogénica para la sandia,

meloén, pepino, limon y naranja (Schaad et al ., 1978).




Por lo tanto esta nueva bacteria se hombré Pseudomonas pseudoalcaligenes
subsp. citrulli, Hu et al., 1991 encontraron una similaridad cercana entre esta
bacteria y Pseudomonas avenae y de este modo se renombré Pseudomonas
avenae subsp. citrulli. La bacteria de la sandia y otras subespecies de P.
avenae constituyen una cadena separada de rARN dentro de la familia

Comamonadaceae.

Comparandolas fenotipicamente, Willems et al., 1992 encontraron que los
componentes de esta cadena de rARN estan relacionados mas cercanamente
al género Acidovorax y el manchado del fruto de la sandia fué renombrado

Acidovorax avenae subsp. citrulli.

2.2.2. Distribucion

La bacteria se encuentra distribuida en las zonas productoras de sandia a nivel
mundial se localiza en: Alabama, Arkansas, California, Delaware, Florida,
Georgia, Indiana, lowa, Maryland, Mississippi, Missouri, Carolina del Norte,
Oklahoma, Oregon, Carolina del Sur y Texas; en Oceania (Australia) y Asia
(Turquia). Es probable que este presente en otras areas de produccion de
sandia y meldén en el mundo ya que se desconoce el origen geogafico de la

bacteria (www.protenet.go.cr/bacterial1.htm).

2.2.3. Rango de Hospederos
Acidovorax avenae subsp. citrulli, tiene como principal hospedero a la sandia

(Citrullus lanatus) y el melon (Cucumis melo); sin embargo es importante
8



destacar que artificialmente puede afectar a todas las Cucurbitaceas. Todas las
Cucurbitadceas son suceptibles por inoculacion, especialmente en la etapa de

plantula (Schaad et al., 1978, Latin y Hopkins, 1995).

2.2.4. Sintomatologia

Los sintomas caracteristicos de esta bacteria en sandia son unas pequefas
manchas de color verde olivo que en poco tiempo causan lesiones severas
con margenes irregulares. En pocos dias, las lesiones se expanden y cubren la
superficie del fruto, en infecciones avanzadas estas manchas se tornan
necroticas. Bajo condiciones calurosas y de alta humedad relativa, los sintomas

en el follaje y en el fruto se expresan mas rapidamente.

La sandia y los melones dulces aparentemente son los mas susceptibles,
provocandoles sintomas foliares y manchado del fruto (Isakeit et al., 1997). Los
sintomas se desarrollan sobre el follaje inoculado de limén, naranja, pepinos y
otras Cucurbitaceas, pero no se observan sintomas en el fruto sobre estos

hospederos.

El citron (Citrullus lanatus var. citroides), una maleza comun en algunas partes
del sureste de Estados Unidos, es también un hospedante para A. avenae
~ subsp. citrulli. Las infecciones foliares por la bacteria no llegran a ocasionar
grandes problemas como la defoliacién, sin embargo son un reservorio
importante para la infeccion del fruto, la bacteria invade el fruto através de los

estomas iniciando con lesiones pequefas y acuosas.
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En estudios realizados sobre rango de hospederos, se encontro que se
reproducen los sintomas en tomate, follaje de pepino, pero no sobre el fruto.
Cuando los sintomas iniciales que se presentan de A. avenae subsp. citrulli en
plantulas de sandia aparecen como areas acuosas en los cotiledones y las
hojas, si continuan desarrollandose los sintomas puede ocurrir un colapso y
muerte de la planta; como los cotiledones se expanden, las lesiones también

tienden a elongarse y a obscurecerse.

Los sintomas en los frutos ocurren mucho después de la infeccién, son
susceptibles a la infeccion solo durante la floracion o formacion del fruto
invadiéndolo através de los estomas, las lesiones aparecen en el fruto un poco
antes de la maduracién y siguen desarrollandose mientras estén unidos a la

planta, los frutos maduros so6lo pueden ser invadidos através de las heridas.

Una vez que la patégeno se establece en un cultivo, la bacteria puede
sobrevivir en las semillas de frutos infectados dejados en el campo

(www.protecnet.go.cr/bacterial 1.htm).

2.3. Transmisioén del patégeno.

a).- Transmision por semilla. La semilla es el medio mas importante de
introduccién de la bacteria a viveros y areas geogéaficas libres de la enfermedad,
sobre todo si existen bajas concentraciones de la misma en la semilla que de

por si es dificil de detectar ya que se encuentra en la testa de la misma, las
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bacterias son capaces de incrementarse y diseminarse a otras plantas durante
la época de crecimiento del cultivo principalmente cuando se usa el método del

transplante (www.protecnet.go.cr/bacterial 1.htm).

El brote de manchado bacteriano del fruto de sandia de 1989 en los Estados
Unidos aparentemente se inicié por semillas contaminadas. Los sintomas de la
enfermedad aparecieron en Florida, Carolina del Sur, Carolina del Norte,
Maryland, Delaware e Indiana, en tan sélo unos meses (Somodi et al., 1997).

Muchos de los invernaderos y campos con manchado del fruto estaban
asociados con un lote de semillas que mas tarde demostré estar infectado con
A. avenae subsp. citrulli. Las pruebas de laboratorio y de invernadero habian
demostrado transmision de la bacteria de semillas infestadas por encima del

80%. (Hopkins et al., 1994; Kucharek et al., 1993).

b).- Transmision mecanica. Esta bacteria también puede transmitirse
mecanicamente, una vez que existe la infeccidon se favorece con los dafos
ocasionados en la manipulacion de las plantas al momento del transplante o al

realizar labores de cultivo tales como el deshierbe con instrumentos manuales.

c).- Hospederos Alternos. Los cultivos de Cucurbitaceas o sandias
voluntarias son fuentes potenciales del manchado bacteriano del fruto de
sandia por lo tanto es importante eliminar Cucurbitaceas silvestres cercanas a

los campos de produccion; asi como tambien eliminar residuos de cosecha.
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2.4. Manejo

2.4.1. Manejo cultural

Las practicas culturales en el transplante deben incluir una manipulacién
minima de las plantas; desinfeccion de las manos, de los contenedores y
herramientas después del contacto con las plantas; cerrando los lados del
invernadero durante las tormentas o periodos de ventisca; y destruccién de las
plantas infectadas. La expansion de la bacteria en el invernadero puede
minimvizarse manejando la humedad, temperaturas bajas y un riego adecuado

(Hopkins, 1994; Latin et al., 1995).

La irrigacion con un aspersor puede favorecer la dispersion por salpicadura de
la bacteria en el invernadero. Desinfectar el invernadero y esperar al menos 2-3
semanas para sembrar cucurbitdceas nuevamente. Una solucion de hipoclorito
de sodio al 0.5% asi como los bactericidas comerciales pueden ser utilizados
para la desinfeccién. La posibilidad de que A. avenae subsp. citrulli sea
introducida al campo desde sandias voluntarias contaminadas puede ser
reducida con el uso de arado para eliminarlas, incluyendo sandias recolectadas,
de un campo infectado (Hopkins et al.,1997). Las semillas de sandia
voluntarias de cultivos previos deben ser destruidas inmediatamente para
eliminar fuentes potenciales del manchado bacteriano del fruto, eliminando las
Cucurbitaceas silvestres y las Cucurbitdceas voluntarias cercanas a los
invernaderos de transplante y los campos de produccion. No se debe trabajar

en campos infectados si el follaje esta humedo.
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2.5. Control quimico.

Las aplicaciones de fungicidas que contengran cobre en désis recomendables
han reducido la incidencia de sintomas del manchado bacteriano del fruto
cuando las aplicaciones eran iniciadas antes de la etapa de fruto (Hopkins,

1991; Hopkins et al., 1995).

Para reducir la incidencia del patégeno se recomiendan fungicidas que
contengran cobre como Manzate 200, Kocide DF y CHAMP 2, en la primera
floracion y una semana antes de la fructificacion, asi como evitar el riego por
aspersion, evitar el uso de semilla contaminada, emplear bajas temperaturas y
baja humedad relativa, una buena estrategia de manejo es el uso de cultivares

resistentes (Walcott, 2000, Hopkins, 1997).

Si se observan sintomas del manchado del fruto, las aplicaciones con
fungicidas que contengran cobre pueden iniciarse al inicio de la floracion de
semillas. Las muestras de semillas recolectadas de frutos asintomaticos pueden

presentar niveles de infeccion por encima del 80% (Kucharek et al, 1993).

2.5.1. Tratamiento de semillas

Se han efectuado diversos estudios sobre el control del manchado bacteriano
del fruto de sandia con tratamientos de las semillas. Schaad y Sowell (1978)
reportaron que empapando las semillas que estaban infestadas con A. avenae

subsp. citrulli en 1 mg/mL de estreptomicina por 16 horas se eliminaba la
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infeccion de las plantulas que crecian de esas semillas. Sin embargo, este

tratamiento no ha sido desarrollado como un tratamiento comercial efectivo.

El tratamiento con agua caliente a 50 °C de las semillas infectadas por 20 o 30
minutos mostré que eliminaba la transmisién de las semillas a las plantulas de
sandia (Wall, 1988). Estudios realizados, con tratamientos de semillas en
0.525% de NaO2Cls por 20 minutos, en 1.8% de hipoclorito por 5 minutos y en
agua a 50 °C por 20 minutos se ha demostrado que estos reducen
significativamente el numero de plantulas enfermas desarrolladas de las
semillas infestadas, pero ninguno de los tratamientos previene la enfermedad
(Rane y Latin, 1992). En un estudio de los tratamientos de las semillas
humedas aplicadas en las semillas cosechadas, la fermentacion de las semillas
en jugo de sandia y despojos por 24 a 48 horas o tratamiento en 1% de
hipoclorito por 15 minutos siempre reducian la transmisién de las semillas a
menos de 1% y en la mayoria de las pruebas, se eliminaban (Hopkins et al,

1993 ).

Un tratamiento plus de fermentacion por 24 a 48 horas con hipoclorito era mas
efectivo en la eliminacién de la transmisién por las semillas. Estos tratamientos
son efectivos sobre semillas de sandia diploides, pero la germinacion de
semillas triploides se puede reducir con estos tratamientos. Aunque es
importante considerar que el uso de estos tratamientos sobre todo de agua

caliente puede afectar la viabilidad de la semilla.
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2.6. Métodos para la deteccion de bacterias fitopatogenas

Existen diferentes métodos para la identificacibn de bacterias fitopatdgenas
como los métodos de aislamiento que determinan los requerimentos
nutrimentales, condiciones fisicas del medio que favorecen el desarrollo de una
bacteria en particular, en ocasiones los resultados obtenidoé son dificiles de
interpretar y se requiere de determinado tiempo para completarse. (Rodriguez,

2001).

2.6.1. Aislamiento

Para el aislamiento de bacterias se pueden emplear diferentes técnicas, desde
macerado del tejido; puncion directa; inmersion del tejido en agua estéril;
siembra directa del tejido enfermo; esto de acuerdo al sintoma, o6rgrano
afectado, avance de la enfermedad. Entre las principales caracteristicas de las
células bacterianas se encuentran su tamano, forma, arreglo y estructuras, las
cuales constituyen la morfologia de la célula en cuanto a la especie en
particular, las células individuales pueden ser: esféricas, con un diametro
aproximado de 1-2y; otras bacterias mas alargadas, son los bacilos y pueden
observarse muy delgrados o gruesos, cortos o largos, y curvos y en virgula,
estos orgranismos también pueden presentar agrupaciones como: bacilos
aislados, en pares o cadenas, unidos empalizadas o en manojo y finalmente
algunas bacterias son espiraladas, como sucede con los espirilos, espiroquetas
y treponemas. Es de gran importancia reconocer estos patrones de formas y

arreglos ya que son caracteristicas del grupo taxonémico (Rodriguez, 1994).
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2.6.2. Medios de cultivo

Para el cultivo in vitro de bacterias, se requiere de la elaboracion de un medio
que proporcione todos los requerimentos nutrimentales para su reproduccion.
Estos contienen cuatro\ componentes esenciales: fuentes de carbono,

nitrégeno, minerales y vitaminas.

2.6.3. Caracterizacion

Las pruebas bioquimicas son de gran importancia para la caracterizacién de las
bacterias fitopatogenas, ya que se utilizan sus propias habilidades metabdlicas,
tales como la produccion de enzimas, tolerancia a ciertos compuestos téxicos y

la transformacioén de ciertos sustratos, oxidacion/fermentacion.

Como cualquier otro método de caracterizacion e identificacion de bacterias, las
pruebas bioquimicas estan sujetas a ciertas objeciones, como el hecho de que
se pueden producir mutantes que lleven informacién genética de un fago
combinado con el material genético de la bacteria que presenten otras

caracteristicas.

Entre las caracteristicas mas empleadas y confiables figuran, la producciéon de
pigmentos verdes y fluorescentes en el grupo de Pseudomonas, produccion de
pigmentos amarillos insolubles en el agua como es el caso de Xanthomonas, y
el empleo de una serie de pruebas para la utilizacion de nitratos, metabolismo
de azucares y de produccién de indol con el fin de separar especies de

Agobacterium (Schaad, 2001).
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2.6.4. Utilizacion de fuentes de carbono

Para la identificacion de bacterias; las fuentes de carbono son uno de los
caracteres mas empleados donde se toma en cuenta el cambio de pH que
provocan en el medio donde se desarrollan, asi como la produccién de gas a
partir de los carbohidratos. Requieren de las fuentes de carbono no solo como
constituyente del citoplasma si no también para la obtencién de energia
proveniente de las reacciones de oxido-reduccién involucradas en la
degradacion las mismas.
Existen medios de cultivo diferentes para determinar la capacidad de la bacteria

para utilizar una fuente de carbono determinada (Rodriguez, 2001).

2.6.5. Las fuentes de carbono mas utilizadas son:

Monosacaridos: Glucosa y Fructosa y Manosa.

Disacaridos: Sacarosa, Maltosa y Lactosa.

Polisacaridos: Aimidon, Pectatos, Lignina, Celulosa y quitina.
Alcoholes: Glicerol, Manitol, Sorbitol, Eritritol y Dulcitol.

Glucidos: Salicina, Esculina, y metil glucocido.

Lipidos: Aceite de algodon, aceite de ricino, yema de huevo, Tween 20.

(Rodriguez, 2001).

2.6.6. Metabolismo oxidativo y/o fermentativo de la glucosa
Esta es una prueba muy importante para la identificacion de bacterias
fitopatdbgenas del género Erwinia, Pectobacterium, Pantoea, debido a que son

las unicas que tienen la capacidad de oxidar y fermentar la glucosa, aunque los
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géneros Bacillus y Clostridium lo pueden hacer; sin embargo, éstos son Gram
positivos. La oxidacién de glucosa, ocurre cuando bajo condiciones aerbbicas la
bacteria hidroliza este hidrato de carbono y se presenta un cambio de color en

el medio (de azul a amarillo).

Mientras que en la fermentacién, la glucosa es metabolizada bajo condiciones
anaerobicas, y de igual manera se produce un cambio de coloracion de azul a

amarillo en el medio de cultivo (Rodriguez, 1994).

2.6.7. Hidrdlisis de lipidos

Los lipidos al igual que los carbohidratos son metabolizados por algunas
bacterias para la obtencion de carbono y energia, através de la produccion de
acidos, los cuales podemos detectar por cambios de coloracion o por la
formacién de precipitados, alrededor del crecimiento bacteriano, esta prueba es
importante para la separacion de especies de bacterias fluorescentes

(Rodriguez, 1994).

2.6.8. Fuentes de nitrégeno.
Las bacterias requieren de nitrégeno para la sintesis de componentes celulares
y para la obtencion de energia. La fuente de nitrégeno generalmente usada son

las proteinas, ya sea de origen animal o vegetal.
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Durante el metabolismo de las proteinas se forma una gran variedad de
productos entre los que se encuentra el amoniaco, acidos organicos, fenol,
cresol, indol, biéxido de carbono, acido sulfhidrico. Sin embargo, la respuesta
de los microorgranismos depende del tipo de proteinas y del sistema enzimatico
del orgranismo. Es por eso que estas pruebas son utilizadas con fines
taxondmicos. Las fuentes de nitrogeno que se utilizan son proteinas: gelatina;

proteidos: caseina, peptona y aminoacidos (Rodriguez, 2001).

2.6.9. Acumulacion de inclusiones de poli B hidroxibutirato

Para detectar las inclusiones de poli § hidroxibutirato, de una manera rapida y
sencilla se puede hacer utilizando el medio de cultivo elaborado por Pierce y
Schroth (1994); citado por Rodriguez, 2001, y de esa manera no recurrir a la

observacion microscopica.

2.7. Pruebas de patogenicidad

Para realizar esta prueba es necesario seleccionar un método adecuado de
inoculacién de acuerdo al hospedante, lo cual dependera del tipo de sintoma,
orgrano o tejido afectado y la via de entrada del patégeno; para tratar de
reproducir los sintomas tipicos en condiciones de invernadero deben de
tomarse en cuenta también las condiciones ambientales que permitan la
manifestacién de los sintomas en campo. Las pruebas rapidas de patogenicidad
es otra forma para demostrar la patogenicidad de una cepa bacteriana, esta
prueba incluye reaccion de hipersensibilidad, pudricion del tubérculo de papa en

donde los resultados se pueden observar en 24 horas de haberse realizado;
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inoculacion de frutos de peral o manzano en este caso los sintomas se pueden
evaluar 3 o 5 dias después de la inoculaciéon. Es importante sefalar que para
realizar estas pruebas es necesario que los cultivos estén puros y no tengran
mucho tiempo de haberse sembrado en medio de cultivo ya que pueden perder

su patogenicidad.

La penetracion de las bacterias a sus hospedantes generalmente es pasiva,
esto es através de heridas o aberturas naturales, por lo que al hacer la
inoculacion artificial se debe favorecer su penetracion; para ello pueden
utilizarse los métodos siguientes:

I.- Aspersion

a).- Manual

b).- Por aspersion

.- Inyeccién

[ll.- Puncién

IV.- Inmersién en suspencion bacteriana

2.7.1. Aspersion. Esta técnica es recomendada para bacterias que ocasionan
manchas foliares o tizones porque penetran principalmente por estomas,
también se puede realizar para aquellas bacterias que penetran através de
nectarios o estigmas como el caso de Erwinia amylovora, agente causal del

tizon de fuego de las rosaceas (Rodriguez, 2001).
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2.7.2. Puncion.- Método mas apropiado para inoculacion artificial de bacterias
causantes de marchitez o pudriciones blandas, es la puncién del tallo o tejidos

carnosos de la planta.

Los tallos u érgranos se pinchan con una aguja, navaja o palillos sumergidos
previamente en una suspencion bacteriana; en el caso de plantulas se hieren
en el area entre el cotileddn y la primera hoja verdadera, o en la axila, la
suspencion bacteriana también puede ser introducida con una jeringa estéril

(Rodriguez, 2001).

Una de las pruebas recomendadas en la literatura para detectar a Acidovorax
avenae subsp. citrulli es la de crecimiento de plantulas bajo condiciones
favorables para el desarrollo de sintomas, que consiste en sembrar las semillas
en recipientes estériles en condiciones de invernadero el cual éste libre de otras
fuentes de Acidovorax avenae subsp. citrulli, las plantulas son lavadas por
irrigacion para promover la enfermedad de las plantas sintomaticas que son
facilmente visibles; la humedad del invernadero se debe mantener por encima
de 55% y la temperatura es mantenida entre 24 y 38°C (Hopkins, 1994; Latin et
al, 1995). Después de 16 a 21 dias cada plantula es inspeccionada para
detectar sintomas.

2.7.3.- Reaccion de hipersensibilidad

Esta es una prueba muy util en fitobacteriologia, ya que con esta se puede

determinar facil y rapidamente si una bacteria es o no fitopatégena, sobre todo
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en bacterias aisladas de muestras con manchas foliares y tizones, aunque

algunas que causan pudriciones también pueden dar reaccién positiva.

Para Pseudomonas del grupo fluorescente es muy util para separar especies
(Rodriguez, 2001). Esta prueba es positiva para el género Acidovorax, aunque
es importante sefalar que en ocasiones la reaccidén no se presenta en 24 horas
esto puede deberse a que la cepa pierde patogenicidad si ha pasado mucho

tiempo después de aislarla (Rodriguez, 2001).

2.8 .-ELISA

La prueba de inmunoabsorcion con enzimas ligadas o ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), es un método confiable y rapido para la deteccion de
agentes fitopatdgenos, ya que hace posible la deteccion de cantidades muy

pequefnas de estos agentes en el tejido enfermo.

La sensibilidad de esta prueba es superior a otras pruebas seroldgicas por lo
que ha sido extensamente utilizada para la deteccion de patdogenos en
humanos, animales y plantas. El ensayo denominado sandwich de doble
anticuerpo (DAS), es la variante mas comun utilizada de la ELISA, que consiste
en la absorcion de anticuerpos especificos a una placa de poliestireno seguida
de la adicion de los antigenos o fitopatogenos los cuales reaccionan con los
anticuerpos adheridos a la placa; para formar el sanwich se agregran
nuevamente anticuerpos ligrados con enzimas que se adhieren a los

patdégenos capturados en la placa, una vez formada la secuencia biologica de
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anticuerpo + antigeno + anticuerpo ligrado a una enzima, se adiciona el sustrato
el cual es hidrolizado por la enzima dando lugar a un cambio de color de la
solucion y esto permite determinar los resultados visualmente y cuantificarlos

espectrofotométricamente por medio de un lector de placas (Cruz, 1997).

2.9.- Metodos Moleculares

2.9.1.- Hibridacién de acidos nucleicos

Este método se inicié a partir de 1961, cuando se descubrié que las hebras
complementarias de la doble hélice se volvian a unir después de haber sido
separadas por accion de la temperatura (proceso denominado renaturalizacion

del ADN) (Valadez et al., 2000).

Las reacciones de hibridacion para la identificacion microbiana y propoésitos de
tipificacion pueden ser desarrolladas en uno de tres principales formatos: in situ;
en solucion; o en un medio solido. La hibridacion consiste basicamente en un
apareamiento de ADN, esto ocurre al exponer el ADN desnaturalizado en una
sonda (un fragmento conocido de ADN) que esta marcada por algun medio, en
condiciones controladas pueden ser radiactivas o no radiactivas (digoxigenina,
fluoresceina u otro sistema).

Las hibridaciones se dividen en varios grupos, dependiendo del tipo de
patégeno (si este contiene ADN o RNA), del tipo de método de extraccion
(extracto crudo, fino, etc.), y del tipo de soporte en que se realice (nitrocelulosa,
nylon, etc.) y de la forma como se detecta (radiactiva o no radioactiva)

(Ascencio, 1999).
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2.9.2. Técnicas de hibridacion /n situ.
Recientemente han sido usadas principalmente para localizar secuencias de
acidos nucleicos en secciones de tejido dispuestas sobre el microscopio.

(Mathews y Kricka, 1988, citado por Towner, 1993).

Sin embargo, la mayoria de los microorgranismos son permeables a pequefios
oligonucledtidos etiquetados, a continuacion una fijacién, y por utilizacién de
sondas etiquetadas con tintes fluorescentes, asi es posible visualizar
orgranismos particulares directamente por microscopia fluorescente (Giovanni

et al, 1988; De Long et al., 1989; Amman et al, 1989; citados por Towner, 1993).

La hibridacion debe ser desarrollada en una camara sellada para prevenir
pérdidas de solucidon de hibridacion por evaporacion; como las pérdidas

resultantes cuando se ligran las sondas fluorescentes a las células.

La temperatura de hibridacion depende de cada oligonucleotido especifico, y
debe ser optimizado empiricamente. Después de la hibridacién, las capas
pueden ser visualizadas inmediatamente o almacenadas en la oscuridad por
mas de 6 meses. Si la sonda es especifica para un ARNr, la sensibilidad se
incrementa considerablemente debido a que generalmente hay miles de ARNr

por célula.

24



2.9.3. Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP’s)

Generalmente los RFLP’s sirven como marcadores moleculares que se han
utilizado para construir mapas genéticos con selecciéon asistida por marcadores,
para la clonacién de genes basados en mapas para la identificacion de

cultivares, asi como para taxonomia o filogenética.

El grado de polimorfismo detectado por RFLPs difiere ampliamente entre las
especies de plantas dependiendo de la sonda utilizada; las sondas que se
utilizan para RFLP’s se obtienen de fragmentos de ADN nuclear u orgranelos
asi como de secuencias transcriptas como ADN complementario o ADN copia

(Valadez et al., 2000).

Los RFLP’s estan basados en las variaciones de la secuencia del genoma, el
cual es detectado por cambios en los sitios de restriccion, proporcionando
fragmentos de ADN nuclear u orgranelos, (cloroplastos y mitocondrias en
eucariontes) de diferente tamano (Coddington y Gould, 1992; Campos, 1995;
citado por Silva 2000), estos fragmentos son obtenidos con el uso de
endonucleasas de restriccion que cortan el ADN en sitios especificos,
permitiendo detectar alelos y genes en genomas diferentes. Los RFLP’s
inicialmente fueron detectados usando hibridacion con ADN después de la
separacion y digestion del ADN genémico por medio de electroforesis (analisis
Southern), en la actualidad son detectados por electroforesis o digestion de

productos de PCR, la diferencia en la longitud del ADN es debido a la presencia
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o ausencia de sitios de reconocimiento, en particular por enzimas de restriccion

(http:www.fao.org/biotech/gloss/rhtm).

2.9.4. Amplificacion aleatoria de polimorfismo del ADN ( RAPD’s)

Esta técnica identifica polimorfismos que son detectados como fragmentos de
ADN amplificados mediante PCR, suelen ser como iniciadores oligonucleétidos
cortos, de alrededor de diez bases con secuencias arbitrarias y se utilizan bajas
temperaturas de apareamiento. Para cada iniciador utilizado, se obtiene un
patron de bandas que pueden estar o no presentes en los diferentes aislados
de una misma especie. Como el niumero de iniciadores a ensayar virtualmente
ilimitado, se puede obtener gran cantidad de informacion que permite

caracterizar gran parte del genoma.

Cada banda de RAPD's representa un marcador genético (un alelo especifico
en un determinado locus) y la ausencia de la banda en una cepa se interpreta
como variacion en dicho alelo. Esta técnica permite tener determinadas cepas
marcadas por su patron de RAPD’s y también agruparlas por sus
caracteristicas genéticas, en correspondencia o no con otro tipo de

clasificaciones (Llacer et al., 1996).

La base molecular de la variabilidad detectada mediante RAPD’s se debe a las
adiciones o eliminaciones de ADN existente entre los sitios reconocidos por los
iniciadores asi como a variaciones en la secuencia de bases del sitio de union

del iniciador (Hernandez, 1999).
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2.9.5. Polimorfismo en la longitud de fragmentos de ADN amplificados
(AFLP’s)

Esta técnica se basa en la amplificacién de fragmentos de restriccion de ADN,
producidos por enzimas diferentes una de corte poco frecuente (EcoRl) y otra
de corte frecuente (Msel). Al producto de esta digestion se ligran secuencias de

doble cadena de ADN conocidas como adaptadores.

Estos productos sirven como ADN blanco para posteriores amplificaciones, la
secuencia adaptador sitio de restriccion servira para que se unan los iniciadores
selectivos que se extienden hacia dentro de los fragmentos de restriccion, uno
de estos iniciadores se encuentran marcados con fluorescencia, de esta
manera solo un subgrupo de fragmentos de restriccion seran amplificados y
visualizados, para separar estos fragmentos es por medio electroforesis en gel
de acrilamida en condiciones desnaturalizantes, generando asi los patrones de

bandas (Vos et al., 1995 citado por Ruiz, 1999).

Los adaptadores e iniciadores especificos que se utilizan tienen las siguientes
caracteristicas: dependiendo de las bases selectivas de los iniciadores, las
condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa difieren; los genomas
complejos generalmente involucran dos etapas de amplificacion, la primera la
preamplificacion se realiza con iniciadores que tienen una sola base selectiva,
la segunda con iniciadores de 2 o 3 bases, dicho proceso termina con la
separacion de los fragmentos amplificados en un gel de acrilamida en donde las

bandas que se observan son potencialmente polimérficas (Ruiz,1999).
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2.9.6. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica fue descrita por Kary Mullis en 1985; citado por Henrry (1997)
desde entonces ha revolucionado en las ciencias bioldgicas, actualmente es
una de las técnicas basicas en biologia molecular mas usada como
herramienta indispensable en proyectos de mapeo gendmico y secuenciacion;
asi como su aplicacion en la identificacion de genotipos de plantas,

amplificacion de un genotipo especifico (Henrry, 1997).

La reaccion en cadena de la polimerasa puede describirse como una reaccion
enzimatica en la cual una region especifica del ADN es sintetizada in vitro. La
PCR debe su elevada sensibilidad a este enorme poder de amplificacién ya que
si en una muestra se dispone de pocas copias de la secuencia especifica de la
bacteria problema, mediante sucesivos ciclos de amplificacion, se podra llegar a
disponer en la muestra o extracto de suficiente ADN como para ser visualizado,
incluso en presencia de grandes cantidades de ADN de la planta o de otros
microorgranismos.

El fragmento amplificado resultante se detecta visualmente mediante
electroforésis en gel de agarosa o poliacrilamida, mediante métodos

colorimétricos o por hibridacién (Llaceret al., 1996; Leyva, 2001).

Los pasos de cada ciclo estan determinados por la temperatura y los tiempos
especificos durante la desnaturalizacion (92-98°C), alineamiento (35-60°C),

extension o polimerizacion de la cadena (70-74°C).
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Este proceso se repite de 25 a 50 veces, logandose una acumulacion
exponencial del fragmento de ADN de interés. El uso de PCR ha aumentado
rapidamente en patologia de plantas, asi como en otras disciplinas con la
introduccion en 1988 de Thermus aquaticus (Taq) ADN polimerasa, esta técnica
presenta grandes ventajas con los métodos tradicionales de diagnéstico, ya
que los orgranismos no necesitan ser cultivados antes de ser detectados por
PCR por la sensibilidad de la misma puede ser usada en diagnéstico, para
detectar genomas o antigenos de microorgranismos que son escasos o dificiles
de cultivar e identificar una vez cultivados o patogenos de semillas (Henson y

French. 1993; Leyva, 2001; Smith, 1996).

29.7. Uso de la PCR para la deteccion e identificacion de bacterias
fitopatogenas

Las ventajas en la aplicacion de esta técnica para la deteccion e identificacion
de bacterias fitopatégenas se refieren a su enorme sensibilidad potencial y a la
especificidad que se obtiene si los iniciadores han sido bien disefiados. Los
principales inconvenientes que se observan en la utilizacion rutinaria de la
misma son relativos a las dificultades de extraccidon del ADN bacteriano a partir
del material vegetal vy las inhibiciones de la ADN polimerasa en presencia de
éste. Ademas es necesario sefialar que relativamente su elevado costo en la
actualidad, los frecuentes problemas de contaminaciones que dan lugar a falsos
positivos y la necesidad de disponer de laboratorios adaptados a la exigencias

de esta técnica como realizar las distintas etapas en distintos espacios.
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Todo ello no favorece su utilizacién en el diagnéstico rutinario de un elevado
numero de muestras. A pesar de estos inconvenientes, que parecen normales
porque la PCR aun esta en los comienzos de su desarrollo, esta técnica no

parece tener muchos limites para su utilizacion.

Permite ser utilizada incluso para la deteccion de bacterias no cultivables si se
puede purificar su ADN o ARN, clonarlo, secuenciarlo o disefiarlo y disefiar
iniciadores especificos a partir de dichas secuencias. La limitacibn mas
importante en su actual uso para deteccion estriba en que es necesario conocer
ciertas secuencias de nucle6tidos del genoma de la bacteria problema para
poder disefar iniciadores especificos. Las ventajas de las técnicas moleculares
para el diagnoéstico de bacterias fitopatégenas se resumen en su sensibilidad y
especificidad. La mas sensible es la PCR que tedricamente permite detectar

una sola secuencia especifica en una muestra (Henrry, 1997).

La especificidad de estas técnicas depende como es logico de las secuencias
seleccionadas de las sondas o los iniciadores. Ademas la técnica de PCR
puede ser combinada con enriquecimiento previo, amplificacion biologica en
medio apropiado inmunocaptura con anticuerpos especificos, o revelado

serologico de los productos amplificados (Llacer et al., 1996).

La IC-PCR (Inmuno-PRC) es una prueba que tiene una adaptacion viable de
adopcién en casos en donde existen problemas de amplificacion del producto

de PCR, utilizando anticuerpos especificos para determinado patogeno, de esa
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manera podemos capturar al patégeno de interés y en combinacion con la PCR
utilizando iniciadores especificos para generar los fragmentos del peso

molecular esperado (Henrry, 1997).

2.9.8. Cuantificacion de acidos nucleicos

Para determinar la cantidad de ADN/ARN, la lectura debe hacerse a
determinadas longitudes de onda; a 260 nm que permite el calculo de la
concentracion de los acidos nucleicos en la muestra de la manera siguiente:
Concentracion de ADN (ug/mL)= [ DO2eo X 100 (factor de dilucién) X 50 pyg/mL ]
/1000. Una DO= 1 corresponde aproximadamente a 50 ug/mL de ADN de doble
cadena, 40 pg/mL del ADN de cadena sencilla y de ARN, 20 ug/mL de

oligonucledtidos de cadena sencilla.

La relacion entre la lectura de absorbancia a 260 y 280 nm aporta una
estimacién de la pureza de los acidos nucleicos, para que el ADN o ARN se
consideren puros los valores deben estar entre 1.8 a 2.0 con DO (260/280),
pero si hay contaminacion por proteinas o fenol los valores pueden ser
diferentes significativamente, por ello es conveniente realizar una medicién a
230 nm, debido a que a esta absorbancia se localiza, la absorbancia minima de
acidos nucleicos y nucleétidos y la maxima absorbancia de enlaces peptidicos
pero sobre todo nos indica la contaminacion por proteinas o amortiguador u
otras sales se absorben a esta longitud de onda. En el caso de ARN debe ser
mayor de dos, pero si esta es menor la contaminacién puede deberse a la

presencia de tiocinato de guanidina (Valadez et al., 2000).
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lll.- Material y Métodos.

3.1. Semillas utilizadas

Para aislar la bacteria se utilizd semilla de sandia infestada procedente de
Estados Unidos, estas semillas fueron desinfectadas en hipoclorito al 1%
durante un minuto y agua estéril, posteriormente se sembraron directamente en
medio PDA (anexo 1), B de king (Anexo 2) y se incubaron a 28° C durante una
semana. Se trabajo también con las cepas de referencia 9421, 9448, 9487,

donadas por el Dr. Ron Walcott de la Universidad de Georgia.

3.2. Crecimiento en diferentes medios de cultivo

De las cepas utilizadas se prepard una suspencién bacteriana 1x10° de la cual
con una asa bacterioldgica se tom6 una gota y se sembré por estria cruzada
sobre cajas de Petri conteniendo medio mEBB (anexo 3), medio PDA y B de
King, posteriormente estas se mantuvieron en la incubadora por 15 dias a

28°C, después se procedid a purificar los aislamientos (Schaad, 2001).

3.3. Identificacion

Para identificar a Acidovorax avenae subsp. citrulli, una vez aislada la bacteria
se realizaron las pruebas correspondientes en base a la literatura:

Medio B de king

Acumulacion de poly B - hydroxybutyrato

Fuentes de carbono

Actividad lipolitica

Reaccién de hipersensibilidad
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Pruebas de patogenicidad

En el medio B de king (Anexo 2) se sembro la bacteria por estria cruzada, se
incubo a 28°C y después de 24 horas se observo si las colonias eran o no
fluorescentes (Schaad, 2001). Para acumulaciéon de B-hidroxibutirato se utilizd

el medio NB (anexo 4), y en el medio Tween para actividad lipolitica (anexo 5).

3.4. Pruebas de patogenicidad

Se inocularon plantas de sandia, melon, calabaza y tabaco a los ocho dias
después de la emergencia, empleando 10 plantas por cultivo con una
suspencion bacteriana de 1x10°® UFC/mL por el método de puncién, estas se
mantuvieron en condiciones de invernadero con temperaturas que oscilaron
entre 20 y 28°C, las observaciones se realizaron a partir del tercer dia para

evaluar la presencia o ausencia de manchas foliares en las plantas inoculadas.

3.5. Inoculacion en fruto de sandia, melén y calabaza

Se prepard una suspencion bacteriana de 1x10® UFC/mL de la cual se tomé
con una jeringa y aguja estéril para inocular dos frutos y un testigo por cultivo,
estos se desinfectaron superficialmente con hipoclorito al 1% y agua estéril;
posteriormente se inocularon por el método de puncion y capilaridad, los
testigos fueron inoculados con agua estéril, finalmente se cubrieron con bolsas
de plastico durante 48 h para incrementar la temperatura y humedad relativa,
estos se mantuvieron en condiciones de invernadero en camara humeda, las
observaciones se realizaron a partir de 24 h para detectar la presencia del

manchado bacteriano.
33



3.6. Caracterizacion fenotipica

3.6.1. Determinacion de fluorescencia: La bacteria se sembrd directamente
en cajas de Petri con medio B de King, estas se colocaron en la incubadora a
28°C durante 48 h, después de este tiempo se colocaron en un transluminador
de luz ultravioleta para observar la presencia o ausencia de colonias con

pigmentacién fluorescente.

3.6.2. Actividad lipolitica: Se prepardé el medio de cultivo Tween (Anexo 5),
una vez solidificado se tomé con una asa bacteriolégica una gota de solucion
bacteriana la cual se sembrd por la técnica de puncién, las cajas se incubaron
por una semana a una temperatura de 28°C, las observaciones se iniciaron a
partir del tercer dia para observar la presencia o ausencia de colonias de color

blanco con apariencia mucoide rodeadas por un halo.

3.6.3. Acumulacién de poli B — hidroxibutirato: Para esta prueba se utiliz6 el
medio de cultivo NB descrito por Schaad (2001), se tom6 de la cepa
correspondiente con una asa y se sembraron 10 cajas de Petri, se mantuvieron
en incubacion a 28°C, después de 48 horas se observo colocandolas en un

transluminador de luz ultravioleta.

3.6.4. Utilizacion de fuentes de carbono: En esta prueba se utilizé un medio
como base con pH 7.2 (anexo 6) al cual se le agregd por filtracion azucares y
alcoholes, este medio se coloc6é en tubos de ensaye, se evaluaron arabinosa,

glucosa, tirosina, etanol, propanol. Los tubos se incubaron a 28°C y después
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de cinco dias se empezaron a evaluar para observar si existia cambio alguno

(Schaad, 2001).

3.7. Técnica de ELISA

= Cobertura de la placa

En una placa de microtitulacion se seleccionaron determinado numero de pozos
esto en base al numero de muestras, se utilizé el anticuerpo especifico marca
Agdia para Acidovorax avenae subsp. citrulli este se disolvid en buffer de
cobertura con pH 9.6 (Anexo 7) la dilucién se hizd en relacion 1:200, después
con una micropipeta y puntas estériles se coloraron 100ul por pozo a excepcion
del blanco.

Cada muestra con su respectivo duplicado, asi como también los controles
positivo y negativo.

* Incubacién

La placa se cubrié con una tapa y se incub6 por toda la noche a 4°C.

= Lavado

Este se realizd con una lavadora de placas automatica marca TECAN que
contenia buffer PBST (Anexo 7), para esto se coloco la placa y se lavo seis

veces para eliminar los restos del anticuerpo primario no adherido a la placa.

= Adicién de la muestra
Se prepararon 300 pl de solucion bacteriana en un tubo de microcentrifuga
utilizando buffer de extraccion con un pH 7.4 (Anexo 7), todo esto bajo

condiciones asépticas se mezcld bien y se agegaron 100 pl por pozo. El control
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positivo se diluyé en 300 pl de buffer de extraccion, para el control negativo
solo se adicion6 semilla sana.

En el caso de muestras de semilla, se peso un gramo de esta, se lavaron tres
veces con agua estéril luego se colocaron en un tubo de ensaye que contenia
buffer de extraccion, se macerd y de esta mezcla se colocaron 100 pl por pozo.
* Incubacién

La placa cubierta con una placa se incub6 por dos horas a temperatura
ambiente en camara humeda.

= Lavado

Nuevamente se repiti6 el proceso de lavado descrito anteriormente para
eliminar los restos de muestra que pudieran haber quedado adheridos en la
placa.

= Conjugado

Se preparé el conjugrado (anticuerpo + enzima) diluyendo en relaciéon 1:200 en
buffer de conjugrado con pH 7.4 (Anexo 7), adicionando 100 ul por pozo.

* Incubacion

Se cubri6 nuevamente la placa y se incubd por dos horas a temperatura
ambiente en camara humeda.

= Lavado

En este paso se repitidé el mismo procedimiento antes descrito.

= Revelado (adicion del sustrato)

Se prepar6 una dilucion de p-Nitrofenil fosfato (sigma) en buffer PNP (Anexo
7), en 15 mL de buffer se diluyé una tableta de 15 mg y se agregé 100 ul por

cada pozo incluyendo al blanco; la placa se cubrié con la tapa y se incubd a
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temperatura ambiente en camara hiumeda durante 15 minutos, posteriormente
en un lector de ELISA marca BIO-RAD se realizd la lectura con una

absorbancia de 405 nm, con una referencia de 415 nm.

3.8. Métodos de extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé utilizando los siguientes protocolos, Plan
ADNzol Reagent, Nucleo Spin Plant y CTAB, para ello se utilizaron cepas
bacterianas puras las cuales fueron sembradas en el medio mEBB especifico
para Acidovorax avenae subsp.citrulli asi como también se hizé de semilla de
sandia.

3.8.1. Método de extraccion Plan ADNzol Reagent

Se peso y pulverizé 0.1g de semilla y se colocd en un mortero a menos setenta
grados para congelar la muestra; posteriormente se macero y se transfirié en un
tubo de microcentrifuga con 0.3 mL de Plan ADNzol, se mezclé en vortex hasta
obtener una solucién, se incub6 a temperatura ambiente por cinco minutos en
agitacion, después se adicionaron 0.3 mL de cloroformo se mezclo
vigorosamente nuevamente se incub6é en agitacion durante cinco minutos a
temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 rpm, el sobrenadante se transfirié
a un tubo nuevo se agegaron 0.250 mL de etanol absoluto se mezcl6 8 veces
por inversion; se volvio a incubar cinco minutos, y se centrifugdé cuatro minutos
a 5000 rpm la pastilla que se obtuvo se lavé con etanol al 70% y se centrifugd
por 4 minutos a 5000 rpm, una vez seca la pastilla se disolvio en agua

deionizada estéril.
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3.8.2. Método de extraccion Nucleo Spin Plant

Se peso 0.1g de semilla de sandia, esta se coloc6 en un mortero frio (-70°C) y
se macero, se transfirio el resultado a un tubo de microcentrifuga limpio y se
adicionaron 300 pl de buffer C1 mas 20 pl de RNasa para eliminar proteinas y
ARN. Se incubd a 65°C por 30 minutos y se centrifugé la mezcla por 10 minutos
a 10,000 rpm. Después se transfirié6 el sobrenadante a un tubo limpio y se
adicionaron 300 pl del buffer C4 y 200 pl de etahol y se mezclé en vortex
durante 30 segundos. La mezcla obtenida se coloc6 en un tubo de centrifuga de
2 mL de Nucleo Spin Plant y se centrifugd durante 60 segundos a 13 000 rpm y
se descartd el sobrenadante, para remover los contaminantes se adicionaron
500 ul del buffer CW al tubo de Nucleo Spin Plant nuevamente se centrifug6 60
seg, a 13 000 rpm y se descart6 el sobrenadante y se adicioné 500 pl de buffer
Cs al tubo de Nucleo Spin Plant y se centrifugé durante 60 seg, a 13 000 rpm,
se descarto el sobrenadante y el tubo de Nucleo Spin Plant se centrifugd para
remover el buffer Cs. (Este paso se repiti®6 nuevamente). Posteriormente se
adiciond al tubo de Nucleo Spin Plant 100 pl del buffer CE y se centrifugé
durante 60 segundos a 13 000 rpm y finalmente se transfirid el contenido a un

tubo ependorff de 1. 5 mL.

3.8.3. Método de extraccion CTAB

Se macer6 0.2 g de material vegetal (semilla) y en un tubo de microcentrifuga
de 1.5 mL que contenia 1 mL de solucién CTAB y 10 mL de SBA, se adicioné el
macerado y se incubd a 60°C durante 30 minutos, agitandose ocasionalmente,

posteriormente se agreg6 un volumen de cloroformo — fenol y se centrifugd a
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8000 rpm durante 10 minutos, la fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo y
se adicion6 un volumen de alc;ohol isoamilico (24:1) y se centrifugé a 8000 rpm
durante 10 minutos este paso se repiti6 nuevamente y se adicionaron 0.8
voliumenes de isopropanol por tubo (almace‘nado con anterioridad a —20°C),
estos se dejaron toda la noche a 4°C, posteriormente se obtuvo el ADN
centrifugrando a 8000 rpm por 30 minutos, se descartd el isopropanol y se
adicion6 0.5 mL de etanol al 70% se lavé la pastilla centrifugrando a 8 000 rpm
por 10 minutos, una vez eliminado el etanol la pastilla se dejé secar durante 15
minutos en la estufa a 60°C, finalmente ésta se disolvi6 en 100uL de agua

estéril.

3.8.4. Calidad del ADN por electroforesis

Para determinar la calidad del ADN se prepar6 un gel de agarosa al 0.8%; se
peso6 0.24 g de agarosa y se disolvid en 30 mL de TAE 1X (Anexo 8) se calentd
hasta que la agarosa estuviera completamente disuelta, se dejo enfriar sin que
solidificara y luego se le agregd bromuro de etidio, se colocd en un portageles
que contenia un peine para formar los carriles y se colocd en la camara de
electroforesis cubriendolo con buffer, posteriormente por cada pozo se
depositaron 5 yL de ADN mas 5 pL de amortiguador de carga, ademas se
utiliz6 2 pL de marcador de peso molecular de 100 pb (/nvitrogen life
technologies).

Finalmente las muestras se corrieron a 80 voltios por 20 minutos, después de
este tiempo el gel se colocé en el transluminador de luz UV para observar la

presencia de bandas bién definidas y de alto peso molecular.
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3.8.5. Cuantificacion y pureza de ADN

Para la cuantificacién del ADN se determindé por medio de un
espectrofotometro spectronic marca hedio B, y se ajusté a 260 nm de
absorbancia; se calibr6 colocando en una celda agua destilada vy
posteriormente se tomé la lectura de cada muestra de ADN y de esa manera se
obtuvo la concentracién en ng/pL, para ello en un tubo de microcentrifuga de
1.5 mL se prepar6 una dilucion 1:500 tomando 2uL de ADN y 998 pL de agua
destilada estéril, esta se colocé en la celdilla de cuarzo del espectrofotometro,
se leyo a una longitud de onda de 260 nm y 280 nm; una vez obtenida la lectura
se hicieron los calculos correspondientes para saber la cantidad y pureza del

ADN.

3.8.6. Estandarizacion de las condiciones de PCR

En este estudio para lograr estandarizar las condiciones ideales de PCR,
primeramente se hizo por medio de Inmuno- PCR através de inmunocaptura
que consistié en sensibilizar una placa con anticuerpo primario especifico para
Acidovorax avenae subsp. citrulli, esta se incubd durante toda la noche a 4°C,
se lavé con buffer y se adiciond la muestra utilizando los controles positivos
para ELISA especificos para Acidovorax avenae subsp. citrulli (Adgia), se
incub6 por dos horas a temperatura ambiente en cdmara humeda, ya
transcurrido este tiempo nuevamente se lavo la placa seis veces para realizar la
inmunocaptura que consisti6 en calentar agua hasta que esta hirviera y se
colocaron 15 uL de agua destilada estéril caliente por cada pozo y la placa se

cubrié con parafilm y colocandola sobre el vaso con agua caliente durante cinco
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minutos, después de este tiempo se removio el agua que se agregd por pozo y
se colocd en tubos de microcentrifuga de 0.2 mL y se guardaron a 4°C. Este
procedimiento de inmunocaptura también se realizoé sustituyendo el anticuerpo
primario por el anticuerpo secundario; asi como también se hiz6 utilizando en

vez de control positivo muestras de semilla de sandia.

3.8.7. Inmuno-PCR y PCR

Cada reaccion fue preparada en tubos de microcentrifuga nuevos y estériles
con capacidad de 0.2 mL, las cantidades y concentracién de los siguientes
reactivos utilizados: buffers 10X (Promega), DNTP’s(Promega), MgCl,
(Promega), Taq polimerasa (Promega), Primers, las indicadas por Walcott,
2000. Los Primers utilizados fueron WFB1 (5"GAC CAG CCA CAC TGG GAC
3)y WFB2 (5" CTG CCG TAC TCC AGC GAT 3") especificos para Acidovorax
avenae subsp. citrulli (Sigma Genosys) estas secuencias amplifican una
segmento de 360 pb (Walcott, 2000). El volumen finél para cada reaccion fue de
50 I (5 pl de buffers 10x (Promega), 10 mM desoxiribonucleotidos (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP), 25mM de cloruro de Magnesio (Promega), 10pm de cada
uno de los iniciadores WFB1 2 pl y WFB2 2 ul, Tag polimerasa 5U/ul
(Promega), 3 pl producto de inmunocaptura 6 ADN de semilla de sandia, la
reaccion se completo a 50ul con agua bidestilada estéril (GIBCO BRL); y
finalmente se adicionaron dos gotas de aceite por cada reaccién. Los tubos se
colocaron en un termociclador Lab line en el cual se cre6 un proGrama con las
siguientes condiciones: una temperatura inicial de 95°C durante 10 minutos,

desnaturalizacion 95°C por 30 segundos, seguido con 35 ciclos cada uno a
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95°C por 30 segundos, anillamiento 55°C por 30 segundos, extensién 72°C por

30 segundos y finalmente 72°C durante 5 minutos.

Después de haber probado la inmuno-PCR, se prepararon reacciones con un
volumen final de 50 pL solo que en este caso fue PCR simple directo tanto de
ADN de bacteria como de semilla de sandia utilizando los mismos reactivos,
concentraciones y cantidades asi como las mismas condiciones de
amplificaciéon utilizadas para Inmuno- PCR. En el cuadro 3 se presentan las
cantidades de los reactivos utilizados para inmuno - PCR y PCR simple.

Cuadro 3. Reactivos utilizados para IC-PCR y PCR

Buffers 10x DNTP's MgCl | WFB1 | WFB2 | Taq polimerasa | *IC/ADN Agua
(200mM/ L) | 1.5mM | 20 pm | 20 pm SU/ pL 50 ng
5ul 1ul 3ul 2l 2ul 0.5 pl *3ul 33.5ul
5ul 1l 4l 2pl 2ul 0.5 ul *5 pl 31.5pl
5ul 1ul 3ul 2l 2pl 0.5 pl 1ul 35.5 pl
5ul 1l 3ul 2ul 2l 0.5l 3ul 33.5 ul
5ul 1ul 4 ul 2ul 2ul 0.5 ul 5ul 31.5 pl
5pl 1pl 4 pl 2pl 2pl 0.5 ul 5 pl 31.5 pl

*Producto de Inmunocaptura (IC)
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IV.- Resultados y discusion
Las pruebas de aislamiento, bioquimicas, de patogenicidad y ELISA permitieron

aislar y caracterizar a Acidovorax avenae subsp. citrulli (Cuadro 4).

Cuadro 4. Caracteristicas Fisiolégicas y Bioquimicas de las cepas de estudio
comparadas con las reportadas para el género Acidovoraxy la subsp. citrulli.

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS
PRUEBA Caracteristicas reportadas Caracteristicas reportadas Cepas aisladas Cepas de Referencia
para el Generd Acidovorax __ para A. a. subsp. citrulli

Gram - - -
Crecimiento - - - 3
anaerobico
Crecimiento a 41°C + + +
L — Arabinosa + ND + +
L — Tirosina + ND + +
D - Glucosa + ND + +
Etanol & ND + +
Propanol + ND + +
Colonias mucoides + ND + +
en YDC a 30°C
Fluorescencia - - - -
Acumulacién de poli + + + +
B- hidroxibutirato
Actividad lipolitica * + + +
Patogenicidad en:
Sandia
Melén 4 + + +
Calabaza + + + +
Fruto de. + + + +
Sandia
Melén + + +
Calabaza + + +

+ + +
Hipersensibilidad en ND ND + +
Tabaco
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Las cepas aisladas crecieron a temperatura de 28°C y 41°C, como fuentes de
carbono utilizaron arabinosa, glucosa, tirosina. En el medio Tween se observd
la presencia de un halo (precipitado) que rodeaba a las colonias bacterianas.

Ademas tanto las cepas aisladas como las de referencia dieron positivas en
cuanto a la reaccion de-hipersensibilidad en tabaco, Schaad (2001) indica que
la prueba es positiva a nivel de género; se logoé reproducir sintomas en fruto de
Sandia, melén y calabaza lo que permitid comprobar la patogenicidad de las
cepas que se utilizaron como control positivo, estas pruebas pueden servir
como modelo de pruebas rapidas de patogenicidad para Acidovorax avenae
subsp. citrulli; Schaad (2001) reporta la reproduccién de sintomas en plantulas

de sandia y otras Cucurbitaceas pero no asi en frutos de las mismas.

Schaad 2001 reporta la reproduccion de sintomas en plantulas de sandia y
otras Cucurbitaceas pero no asi en frutos de las mismas; sin embargo es
importante sefalar que estos resultados constituyen un primer reporte de
reproduccion de sintomas en frutos inoculados de sandia, melén y calabaza
bajo condiciones de invernadero lo que permiti6 comprobar la patogenicidad de
las cepas bacterianas utilizadas como control positivo ademas se pueden
considerar como modelo de pruebas rapidas de patogenicidad para Acidovorax

avenae subsp. citrulli.
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Acidovorax avenae subsp. citrulli segun Walcott 2000, no da respuesta de
hipersensibilidad en tabaco aunque hay que considerar que esto se puede
deber a la diversidad existente entre los catorce haplotipos que el hace

referencia en su estudio.

4.1. Serologia

Los resultados de esta prueba tanto para las cepas utilizadas y muestras de
semilla utilizadas fueron positivas en los dos casos, ya que al hacer la lectura
en el lector de ELISA con una absorbancia de 405nm el valor del positivo
concentrado fue de 0.523, positivo diluido 0.306, negativo 0.009; para la
muestra de cepa 0.110 y para semilla 0.210 por lo tanto se considera como
positiva ya que estos valores son mayores en relacion al negativo; lo cual
indicé la presencia del patdgeno (ANEXO 9), estas cepas y muestras de semilla

fueron utilizadas para realizar la extraccion de ADN.
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4.2.- Caracterizacion molecular

4.2.1.- Extraccion y cuantificacion de ADN

El método de extraccion de ADN CTAB (Doyle and Doyle, 1987) resultd ser el
mejor para las muestras de semilla utilizadas para la extraccion con este
método se logré6 obtener ADN de buena calidad para utilizarlo- en la
amplificaciéon de PCR como indica Walcott, 2000; en cuanto a la cuantificacién
al realizar las lecturas por medio del espectrofotdbmetro se obtuvo buena
cantidad y pureza del ADN con valores de 1.7 a 2; en la figura 1 podemos

observar la integidad del ADN.

12,000 pb ADN

Figura 1. Gel de Agarosa al 0.8%
mostrando la integidad del ADN
obtenido por el método CTAB
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Con el método de extraccion Plan ADNzol para el caso de bacteria y cotiledén
también mostré buenos resultados al obtener buena cantidad y calidad de ADN,

como se observa en la figura 2 y 3.

ADN
Figura 2. Gel de Agarosa al
0.8% mostrando la calidad del
ADN obtenido de bacteria con el
protocolo Plan ADNzol.
M 1 23 45 6 7
ADN

3500 pb

Figura 3. Gel de Agarosa al 0.8%
mostrando la calidad del ADN generado
apartir de cotiledéon por el método Plan
DNAzol

4.2.2. Estandarizacion de las condiciones de Inmuno - PCRy PCR

En el siguiente cuadro se muestra las cantidades 6ptimas de los reactivos para
IC-PCR y PCR, estas fueron las mejores para la amplificacion, de esa manera
se logd obtener la banda bién definida del peso molecular esperado de 360 pb,

como se observa en la figura 4.
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Cuadro 5. Cantidades 6ptimas de reactivos para lc-PCRy PCR

Reactivos Volume en pL
Buffers 1x 5
DNTP’s 200 pM 1
MgCiI 1.5uM 2
WFB1 20 pm/pl 2
WFB2 20 pm/pl 2
Taq polimerasa  5U/pl 05
IC/ADN 50ng !
Agua 33.5
M 1 2 g 4

360 pb

Figura 4. Gel de Agarosa al 2% mostrando las cantidades y condiciones
optimas de amplificaciéon que se presentan en el cuadro 4, M: marcador
molecular,1 Control (-), 2 (control positivo), 3 y 4 ADN bacteria.

En la figura 5 podemos observar la amplificacion con las cantidades de
reactivos mencionados en el cuadro 3. En el carril dos se observa una banda
bién definida de 360 pb producto de Inmuno-PCR donde se utilizé la
inmunocaptura del control positivo de Adgia especifico para Acidovorax avenae
subsp. citrulli, en el carril tres se observa que realizando PCR-nested se puede
generar una banda del mismo peso molecular solo que mas marcada utilizando

los mismos iniciadores y las mismas condiciones de amplificacion.
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2000 pb

Figura 5. Gel de Agarosa al 2%,
mostrando la  amplificacion  por
inmuno-PCR y PCR nested.

En cuanto al Inmuno-PCR que se hizo através de Inmunocaptura utilizando
muestras de semilla, también se logé generar bandas de 360 pb como se
muestra en la figura 6; es importante sefalar que estas muestras fueron
procesadas através de la técnica de ELISA en donde de acuerdo a las lecturas

obtenidas se consideran como negativas.

Sin embargo por Inmuno-PCR si hubo amplificacién por lo tanto esta técnica es
elemental como herramienta de diagndstico ya que por su alta sensibilidad nos
permite amplificar una secuencia blanco a partir de ADN obtenido utilizando un
método de extraccién no muy sofisticado, ademas solo se requiere una cantidad
muy pequefia de ADN y asi detectar al patdégeno de interés como en esté caso
a Acidovorax avenae subsp. citrulli aunque esté se encuentre en minimas

cantidades en las muestras analizadas.
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200000 —>
360pb

Figura 6. Gel de Agarosa al 2% mostrando
la amplificacién utilizando muestras de
semilla de sandia através de Inmuno-PCR,
M marcador molecular de 100 pb, 1 (-), 2
(+), 345 y 6 muestras de semilla de
sandia.

También se realiz6 PCR simple utilizando directamente ADN de semilla de
sandia, plantula y bacteria donde también se logd generar la banda del peso
molecular esperado de 360 pb para Acidovorax avenae subsp. citrulli como se
observa en la figura 7 utilizando los mismos iniciadores y condiciones de

amplificacion utilizadas para Inmumo-PCR.

Es importante sefalar que usando ADN de bacteria se generan fragmentos bién
definidos en comparacion con los que se detectan con ADN total de
semilla(inclutendo ADN de bacteria), aunque en este caso puede ser porque la
bacteria se encuentra en cantidades pequefias o aun existe presencia de

inhibidores de la misma (Figura 8).
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2000 pb

Figura 7. Gel de Agarosa al 2% mostrando
amplificacion usando ADN de semilla através de PCR
simple, generando bandas de 360 pb. M: marcador de
100 pb, 1 (-), 2 (+), 3 muestra de semilla 1, 4 muestra
2.

Figura 8. Gel de Agarosa al 2 %
donde se observa que utilizando
ADN de bacteria se generan
bandas bién definidas, M.
marcador molecular 250 pb, 1 (-),
2 (+), 3y 4 ADN de bacteria

360 pb

Ademas podemos lograr amplificar aunque al momento de observar la integidad
del ADN como en este caso que al realizar la extraccion de ADN de bacteria por
medio del método CTAB en el gel no se loga apreciar muy bien en el carril 5
como se presenta en la figura 9, en comparacion con los demas carriles que

corresponden al ADN de plantula.

BLIOTECA CENTRAL U. A CH
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ADN
3500pb

Figura 9. Gel de Agarosa al 0.8%
mostrando la cantidad de ADN por el
método CTAB, MP: marcador de peso
molecular 250 pb; 1, 2, 3, 4 ADN de
plantula; 5 ADN bacteria.

Sin embargo es importante sefalar que con el ADN obtenido de bacteria por el
método CTAB se obtuvo muy buenos resultados de amplificacién generando la

banda del peso molecular esperado como se observa en la figura 10.

Figura 10. Gel de Agarosa al 2% mostrando la amplificacion
de ADN de bacteria por el método CTAB, MP: marcador de
peso molecular 250pb; 1 control negativo; 2 ADN bacteria
sin diluir;, 3 ADN bacteria dilucion 1:50 generando una
banda bién definida.
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Finalmente podemos observar en la figura 11 que utilizando concentraciones
menores de cloruro de rhagnesio (2pL) y 0.2 puL de Taq polimerasa se loga

obtener bandas bién definidas.

2000 pb

Figura 11. Gel de Agarosa al 2 % mostrando amplificacion
de Acidovorax avenae subsp.citrulli utilizando 0.2 pl de
Taq polimerasa y 2 pl de MgCl, M: marcador molecular de
100 pb.

Walcott (2000) ha logrado detectar a Acidovorax avenae subsp. citrulli directo
de semilla por medio de separacién inmunomagnetica asi como también
Rodriguez Herrera et al., (2001) através de inmuno- PCR ha logrado detectar a
este patdgeno, sin embargo es importante resaltar que este es el primer reporte
de deteccion directa de semilla sin el uso de separacion inmunomagnetica e
inmunocaptura reduciendo costos, tiempo e incrementando sensibilidad lo cual
representa un avance en el diagnostico de este patégeno siendo de interés

cuarentenario para México.
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V .- CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye lo

siguiente:

Se logré reproducir los sintomas de Acidovorax avenae subsp. citrulli en
frutos de sandia, melon, calabaza, lo que permiti®6 comprobar Ia
patogenicidad de las cepas utilizadas.

Las cepas de Acidovorax avenae subsp. citrulli utilizadas si ocasionan la
reaccion de hipersensibilidad en tabaco.

Las muestras de semilla de sandia que fueron negativas con la técnica de
ELISA através de Inmuno-PCR resultaron positivas por la alta sensibilidad
que ofrece esta técnica.

Para la extraccion de ADN los mejores resultados se obtuvieron con el
método CTAB en el caso de semilla y PlanDNAzol para bacteria.

Se logré detectar Acidovorax avenae subsp. citrulli por medio de Inmuno-
PCR y PCR simple a partir de semilla, plantula y cepa; modificando el

tiempo inicial y la temperatura de anillamiento .
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VIl.- ANEXOS

1.- Medio PDA
Papa dextrosa agar.(.sigma) - 19.5¢
Agua 500 mL
2.- Medio B de King
Proteosa peptona 10¢
K2HPO43H.0 0.75¢g
MgSO47H,0 0.75¢g
Agar 7949
Glicerol 15 mL
Agua 500 mL
3.- Medio selectivo mEEB
NH4H2PO4 1.3g
KH2PO4 049
K2HPO4 0.15¢g
KCI 0.1g
MgS047H20 0.1g
Extracto de levadura 0.15 g
Acido bérico 0.25¢g

Purpura de bromocresol (15mg/mL) 0.3 mL

60




Azul brillante’'R’(10mg/mL) 0.5mL

Agua ' S 500 mL
4.- Medio NB

NH4H2PO4 - 059
KCI 0.1g
MgS047H0 0.1g
DL- B hidroxibutirato 25849
Proteosa peptona 10g
Sol 1% de azul de nilo 0.5mL
NaOH 1N | 2.25mL
Agar 8.75¢g
Agua 500 mL

* Ajustar pH 7.0, adicionar por filtraciéon 100mL de glucosa 20%.(Schaad, 2001)

5.- Medio Tween

Peptona 5g
NaCl 2849
CaCl; 2H,0 0.05¢g
Tween 80 5m
75¢g
Agua 500 mL

e  Ajustar pH 7.4 (Rodriguez, 2001)
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6.- Fuentes de carbono

NH:HPO, 0.5g
KCl 0.1g
MgS047H;0 0.1g

Azul de bromotimol (1.6% v/v en 95 % etanol) 1mL
Agar 69

Agua destilada 500 mL

*Ajustar pH 7.2 y adicionar por filtracion 0.1% w/v de la fuente a utilizar. (Schaad, 2001)

Nota: Todos los medios se esterilizan a 121°C por 15 minutos a menos que se indique

lo contrario.

7.- Buffers de ELISA

e Buffer de cobertura

Carbonato de sodio 1.59¢
Bicarbonato de sodio 29g
Azida de sodio 0.2g
Agua destilada 1000 mL

*Ajustar pH 9.6 y almacenar a 4°C

o Buffer de extraccion

Sulfito de sodio ; 139
Polyvinyllpyrrolidona (PVP) 20.0g
Azida de sodio 0.2g
Albumina de huevo 20g
Tween — 20 200g
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Aguadestilada- ¢ 1000 mL

* Ajustar pH 7.4 y almacenar a 4°C

e Buffer de lavado

Clorurodesodio . ~ + . 8.0g

Fosfato de sodio (dibasico) 1.15¢g

Fosfato de potasio monobasico 0.2 g

Cloruro de potasio 0.2g
Tween — 20 05¢g
Agua destilada 1000 mL

® Ajusta pH 7.4 y almacenar a 4°C

Buffer de conjugrado

Albumina de bovino 20g

Polyvinyllpyrrolidona (PVP) 20g
Azida de sodio 0.2g

Agua destilada 0.2g

® Ajusta pH 7.4 y almacenar a 4°C

e Buffer de revelado

Diethanolamina 97.0 mL
Azida de sodio i 02g
Agua destilada 800 mL

e Ajusta pH 9.8 y almacenar a 4°C
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8 .- Soluciones para extraccion de ADN

Cloroformo.

Etanol absoluto; y etanol al 70%.

CTAB (1.4M NaCl, 0.02M EDTA, 0.1M Tris-HCI Ph 8.0, 2g CETAB/100mL).
SBA (0.2mg/mL).

Fenol-cloroformo ( fenol, 0.5 g de 8-hidroxiquinoleina, 480mL cloroformo, 20
mL de alcohol isoamilico,125mL tris HCI pH 7.4).

Isopropanol

Alcohol isoamilico (24:1)

TE (Tris-HCI 10Mm, EDTA 1mM)

Agua estéril

Solucién de corrimiento (Loadding blue 0.25% bromofenol blue), 0.25%
Xilencyanol, 30% glicerol en agua.

Buffer TAE, 40nM Tris base, pH 7.8, 20mM acetato de sodio y 2Mm EDTA

9 .- Resultados de la técnica de ELISA

1 2 3 4 5 6 7

A -0.001 0.110 0.210 0.001
B

C 0.523 0.210 0.408 0.168
D

E 0.306 0.206

[5

G 0.009 -0.011
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Blanco: 1A, 5A.

Control positivo concentrado: 1C, 5C.

Control positivo diluido: 1E, 5E.
Negativo:1G, 5G.
Muestra semilla: 3A, 7A.

Muestra de bacteria: 3C, 7C
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