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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:
[Variabilidad genética y patogénica de Xylella fastidiosa y alternativas de control en vid | $75,000 N
2 - introduccién

La Enfermedad de Pierce de la vid (Vitis vinifera) es ocasionada por Xylella fastidiosa subsp. fastidiosa, una bacteria
fitopatégena limitada al xilema que sobrevive y se multiplica en los conductos vasculares de la planta, los obstruye e
impide el transporte del agua en la misma ocasionando su muerte. X. fastidiosa coloniza un amplic rango de
hospederos, mas de 300 especies de plantas reportadas que pueden encontrarse presentando © no sintomas
(Stancanelli, 2015). La bacteria se disemina a grandes distancias mediante material vegetal propagativo infectado,
mientras que a corta distancia se disemina principalmente por insectos vectores de las familias Cicadellidae y
Cercopidae (Janse y Obradovic, 2010). Actuaimente, X. fastidiosa se encuentra distribuida en Canada, Estados
Unidos, México, Brasil, Argentina, Costa Rica, Honduras, Paraguay, Pery, Venezuela, India, Iran, Taiwan, Turquia,
Austria, Bélgica, Francia, ltalia, Holanda, Serbia, Suiza, Yugoslavia y Morocco (CABI, 2016, EPPO, 2018). En México,
la enfermedad de Pierce esta catalogada como una plaga cuarentenaria, ya que se encuentra presente en el pais y
puede potencialmente causar pérdidas econémicas en cultivos hospedantes por lo que se encuentra bajo control
oficial. Esta presente en los estados de Baja California Coahuila y en Querétaro (SENASICA, 2015). La enfermedad de
Pierce representa una seria amenaza para las mas de 29,000 has culfivadas con vid en México con valor aproximado
de 4,500 millones de pesos (SIAP, 2014), ya que actta de manera progresiva eliminando plantas y viftedos completos
en un periodo de dos a cinco afos. Una reciente epidemia causé pérdidas del 30% en vifiedos de Temecula, Valley en
Califomnia. Estados Unidos, con valor estimado de 46 millones ddlares (Wallis y Chen, 2012) aunado al alto costo de la
enfermedad en este estado que corresponde a 104.4 millones de délares por afio, 48.3 millones actividades de control
y 56.1 millones costo de la pérdida de produccién (Tumber et al., 2014). Hasta la fecha, una medida preventiva
efectiva o un control eficiente de la enfermedad.

Objetivos

Objetivo general

Determinar 1a variabilidad genética y patdgenica de Xylefla fastidiosa en plantas de vid y proponer altemativas de
control

Obijetivos especificos

Identificar molecular y serolégicamente a X. fastidiosa en plantas de vid y hospederos alternos

Aislar y caracterizar bioquimicamente diferentes cepas de X. fastidiosa

Obtener extractos vegetales y evaluar in vitro su actividad bactericida o bacteriostatica contra X. fastidiosa
Estudiar la actividad antagonista de microorganismos benéficos y el efecto de sus metabolitos contra X.
fastidiosa in vitro

kol e

5 Estudiar el efecto de induccién de resistencia de acido jasmonico y acido salicilico contra X. fastidiosa en
plantas de vid
6. Determinar la variabilidad patogénica de X. fastidiosa en vid y en otros hospederos
7 Determinar la variabilidad genética de X fastidiosa de vid y de otros hospederos
Hipotesis

Existira vanabilidad genética y patogénica entre cepas de X faslidiosa y al menos una de las altemativas de control
propuestas mostrara efectividad contra la bactena o su vector.

3.-Revision de Literatura

Xylella fastidiosa es una bacteria fitopatégena Gram negativa restringida a los vasos del xilema de sus hospederos,
fue descrita por Wells et al. (1987) y el género incluye una sola especie, sin embargo, es probable encontrar varios
fenotipos ya que existen claras diferencias en el rango de plantas hospederas y la patogenicidad entre cepas.

Coloniza un amplio rango de hospederos con mas de 300 especies de plantas reportadas que pueden encontrarse
presentando o no sintomas (Stancanelli et al., 2013) y en las que se han diferenciado cuatro subespecies de X.
fastidiosa: 1) subsp. fastidiosa incluye cepas aisladas de cultivo de uva (Vitis vinifera), alfalfa (Medicago sativa), maple
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(Acer sp.) y almendro (Prunus dulcis) entre otros; también se encuentra en algunas malezas, pero no infecta el laurel
de flor, 2) subsp. multiplex infecta durazno (Prunus persica), olmo (Uimus sp.), roble (Quercus spp.), ciruelo {Prunus
domestica), almendro (Prunus dulcis), olivo (Olea europaea), sicomoro (Platanus occidentalis) y otros arboles de
sombra; 3) subsp. pauca que ha sido aislada de naranja dulce (Citrus sinensis) y plantas de café (Coffea arabica) y 4)
subsp. sandyi que se ha encontrado en adelfas o laurel de flor (Nerium oleander) (EPPO, 2006, Hernandez-Martinez et
al., 2006; Krugner et al., 2014).

Las enfermedades causadas por X. fastidiosa suelen ser de gran importancia a nivel mundial debido al enomme
potencial patégeno de la bacteria sobre un gran nimero de plantas. La Clorosis Variegada de los Citricos, el
Decaimiento subito del Olivo, la Crespera del Café, la Escaldadura foliar del Ciruelo, Quemadura foliar del Almendro,
Enfermedad falsa del Melocotén, Enanismo en Alfaifa, Quemadura de la hoja en Olmo, Roble, mora y arandano o la
Enfermedad de Pierce en uva son algunas de las enfermedades que se mencionan con mayor frecuencia.

La Enfermedad de Pierce (PD por sus siglas en ingiés) aparecié en 1880 en ef sur de Califomia donde destruyd
14,000 ha de uvas ocasionando el cierre de 50 vinerias. En 1892 el Fitopatélogo N. B. Pierce describio la enfermedad
y estudié ampliamente la sintomatologia y su distribucién, por lo que més tarde fue nombrada Enfermedad de Pierce
de la uva (Raju y Wells, 1986).

X fastidiosa tiene distribucion mundial, se encuentra presente en Canada, Estados Unidos, México, Brasil, Argentina,
Costa Rica, Honduras, Paraguay, Perl, Venezuela, India, Iran, Taiwan, Turquia, Austria, Bélgica, Francia, Ialia,
Holanda, Serbia, Suiza, Yugoslavia y Morocco (CABI, 2016: EPPO, 2016). Se disemina principalmente por medio de
insectos vectores de la familia Cicadellidae y Cercopidae (Janse y Obradovic, 2010).

En México, se destinan alrededor de 29,000 ha al cultivo de uva con una produccién de 335, 739 toneladas con un
valor aproximado de 4,531 millones de pesos, los principales estados productores son Sonora, Zacatecas y Baja
Califonia. Coahuila, con tres regiones productoras ubicadas en los municipios de Parras de la Fuente, San Pedro y
Cuatro Ciénegas, ocupa el sexto lugar a nivel nacional con un valor de produccion cercano a los 27 millones de pesos,
las regiones productoras de vid se encuentran en los municipios de Parras de la Fuente, San Pedro y Cuatro Ciénegas
(SIAP, 2014).

En nuestro pais, la PD estéa catalogada como una plaga cuarentenaria, ya que se encuentra presente en el pais y
puede potencialmente causar pérdidas econémicas en cultivos hospedantes por lo que se encuentra bajo control
oficial. Se encuentra presente en los estados de Baja California (Valle de Guadalupe, Coahuila (Parras de la Fuente) y
en el municipio de Ezequiel Montes en Queretaro. En ta Costa de Ensenada, Baja Califomia, principal zona productora
de vinos en México, se han encontrado los siguientes vectores: chicharrita cabeza roja (Cameocephala fulgida),
chicharrita verde (Draeculacephala minerva), chicharmita verde-azulada (Graphocephala atropunctata), chicharrita arbol
de humo (Homalodisca liturata=lacerta) y la chicharita de alas cristalinas (Homalosdica vitripennis=coagulata);
mismos que representan una amenaza constante para la dispersién y establecimiento de la bacteria en las zonas
productoras de los cultivos hospedantes sin presencia de la enfermedad (SENASICA, 2015).

En la zona vitivinicola de Parras de la Fuente, el principal vector de X fastidiosa es la chicharrita de alas cristalinas al
cual se le atribuyen altos niveles epidemiologicos de la enfermedad causando dafios catastroficos que alcanzan el
50% de destruccion de los vifiedos (CESAVEBC, sf). Segun informacion del Comité Estatal de Sanidad Vegetal de
Coahuila, durante el 2014 se atendieron 400 ha de vid, beneficiando a 4 productores, con un valor de la produccion de
$19 760,000 con costos fitosanitarios de $ 1.105,800; la superficie afectada por la presencia de la chicharrita de alas
cristalinas Homalodisca coagulata, principal transmisor del causante de la PD, Xylella fastidiosa fueron 380 ha de vid
en dicho municipio.

No existe un control eficiente de la enfermedad, el manejo implementado es principaimente sobre los vectores. Se
recomienda la eliminacién de raiz de las plantas enfermas cuando se comprueba mediante analisis de laboratorio la
infeccién por X. fastidiosa, el uso de variedades resistentes, el uso de trampas y la aplicacién de insecticidas para
mantener poblaciones bajas de insectos; y el empleo de antibidticos inyectados de manera directa al tronco o raiz de
vides enfermas (sélo provee un control temporal) (SENASICA, 2015).

Se requiere mayor conocimiento en los aspecios biologicos, genéticos y patogénicos de X fastidiosa, sobre la
especificidad de sus hospederos asi como hospederos altemos y los insectos vectores que participan en la dispersion
de la enfermedad en las regiones productoras de vid en México.
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4 - Procedimiento Experimental

El experimento se llevara a cabo en el Departamento de Parasitologia Agricola de la UAAAN, los muestreos y colecta
de insectos se realizaran en diferentes vifiedos ubicados en los municipios de Luis Moya, Cosio y Parras de la Fuente
en los estados de Zacatecas, Aguascalientes y Coahuila, respectivamente.

Muestreo

a) Plantas de vid: Se realizaran muestreos dirigidos en vifiledos ubicados en los diferentes estados.

Para la toma de muestras se seguiran los lineamientos propuestos por la Direccién General de Sanidad Vegetal
(DGSV, 2014) que dictan lo siguiente:

E| muestreo se realizara en plantas que muestran o empiezan a mostrar algunos sintomas como escaldado en el
margen de la hoja, peciolos desnudos, maduracion desuniforme de cafia y/o pasificacion de frutos. Las muestras
deberan tomarse entre los meses de junio a noviembre de hojas sintomaticas unidas a la cafia y que contengan parte
de tejido verde ya que los diagnésticos realizados antes de este periodo pueden produci falsos resultados debido a
que la bacteria no se encuentra distribuida uniformemente en toda la planta.

Por cada predio se muestrearan 5 puntos, cada uno compuesto por 5 muestras. Por cada planta se elegiréan 8 hojas
sintomaticas (en caso de presentarse) mismas que deben estar distribuidas a lo largo de una o varias cafas, se
depositaran en bolsas de polietileno, se identificaran a la vista con el namero de planta y punto cardinal; se
conservaran y transportaran en hieleras al laboratorio de Fitopatologia de la UAAAN. Se elaboraran mapas y croquis
de las rutas de muestreo georeferenciados.

b) Hospederos alternos: Se realizara un recorrido exploratorio en los alrededores de las zonas de muestreo de vid
para identificar otros posibles hospederos como nogal, durazno, ciruelo, alfaifa, olmo, roble, citricos, laurel de flor yfo
malezas presentes. Se colectaran hojas y seran transportados como se menciond antes.

1 Identificacion de X fastidiosa en plantas de vid y hospederos alternos
Las muestras colectadas de vid y otros posibles hospederos seran procesadas para la identificacion de la bacteria
mediante PCRy ELISA.
Se realizara la extraccion de ADN mediante la técnica de Murray y Thomson (1980), se visualizara la calidad de ADN a
través de un andlisis electroforético, posteriormente se llevara a cabo la PCR utilizando primers especificos para X.
fastidiosa y se determinara el peso del fragmento esperado mediante electroforesis en gel de agarosa.
Para la deteccion seroldgica, los peciolos seran macerados en 1 mL de solucion de extraccion (0.13% de sulfito de
sodio, 2% poliviniipirrolidona, 0.02% de azida de sodio, 0.2% de albumina de huevo grado Il'y 2% de Tween 20), los
extractos seran utilizados para realizar la prueba de ELISA mediante un kit comerciales (Aguilar et al., 2008).

2. Aistamiento y caracterizacion bioquimica de X. fastidiosa

Las muestras que resulten positivas a X. fastidiosa por las técnicas de PCR o ELISA seran tratadas para el aislamiento
de la bacteria. El material vegetal sera sometido a un proceso de desinfeccion para realizar diferentes métodos de
extraccion y siembra que se mencionan, ya que por su caracter de bacteria fastidiosa, Xylella es nutricionaimente
exigente ademas de presentar crecimiento lento. Los peciolos serén cortados en trozos aproximadamente 1 cm por
lado y se desinfectaran durante 5 minutos con etanol al 70% e hipoclorito de sodio 1% durante 5 minutos, se lavaran 3
veces con agua destitada estéril y se colocaran sobre papel secante estéril. Para el aislamiento de la bacteria se
realizaran diferentes métodos de extraccion y siembra que sé describen a continuacion:

a) Una vez desinfectados los peciolos, se colocaran algunos trozos en 5 mL de caldo PW y se agitara durante 15
minutos para liberar las células bacterianas. Alicuotas de 300 pL de la suspension bacteriana se inocularan en medios
de cultivos PCYE, BCYE o PW. Asi mismo, se realizaran diluciones seriadas (10‘1—1 0'5) y se sembraran 300 L de
cada en medio de cultivo PCYE, BCYE o PW. Las cajas se incubaran 28°C durante 15 dias.

b) Trozos de los peciolos desinfectados se colocaran en boisas de maceracion conteniendo 1 mL de agua destilada
estéril y se realizaran diluciones seriadas (1 0"-10%), 300 pL de cada dilucién se sembraran en medio de cultivo PCYE,

BCYE o PW. Las cajas se incubaran 28°C durante 15 dias.
De los aislamientos de la bacteria obtenidos en medio de cultivo se determinara la morfologia y caracteristicas
coloniales y se realizaran algunas pruebas bioquimicas basicas. Las colonias obtenidas seran confirmadas como X.

fastidiosa mediante pruebas de PCR.

3. Obtencién de extractos vegetales y evaluacion in vilro contra X. fastidiosa
Se utilizaran extractos vegetales de diferentes plantas tipicas del semi desierto de la region, se realizaran muestreos,
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las plantas seras clocadas hasta obtener peso constante, se pulverizaran y se almacenaran hasta su uso. Se
realizaran diferentes procesos de extraccion con etanol y agua siguiendo la metodologia propuesta por Ojeda et al.,
(2011).

Para evaluar la actividad antibacteriana de los extractos frente a X. fastidiosa, se utilizara la técnica de microdilucion
en microplacas de 96 pozos siguiendo lo mencionado por Ramirez y Castafio (2009). Se evaluaran diferentes
concentraciones de cada extracto vegetal y se mezclaran con una solucién bacteriana de X. fastidiosa crecida en
medio liquido PW, se dejara incubar y posteriormente se determinara, por turbidez o por cambio de color con bromuro
de 3-4,5-dimetil-2-tiazolil)}-2,5- difeniltetrazolium {MTT), el crecimiento o no del microorganismo. Como prueba
confirmatoria se sembrara por estria en cajas de petri con el medio de cultivo, 20 pl del contenido del pozo, dejando
incubar durante 15 a 30 dias a 28 °C. De cada extracto vegetal se obtendra la concentracion minima inhibitoria (CMI) y
la concentracién minima bactericida (CMB) (Abdul-Mushin et al., 2013).

4. Actividad antagonista de microorganismos benéficos y el efecto de sus metabolitos contra X. fastidiosa in vitro
Se realizara el aislamiento de hongos del género Trichodemma y bacterias pertenecientes a Bacilfus a partir de
muestras de suelo colectadas de la rizosfera de planas de vid en vihedos. Los aislamientos seran identificados
morfolégica y bioguimicamente para evaluar su actividad antagbnica contra X. fastidiosa. Se realizaran
confrontaciones de ambos microorganismos por separado contra X. fastidiosa en placas con medio de cuiltivo solido
para observar el efecto directo de las estructuras del hongo o bacteria sobre X. fastidiosa y observar si existe
antagonismo. De la misma manera se realizaran confrontaciones en medio sélido del hongo contra la bacteria benéfica
para determinar si existe algun tipo de antagonismo o sinergismo entre ellos. (Garcia et al., 2011).
También se realizaran fermentaciones en estado liquido para la produccién de metabolitos secundarios a partir del
hongo y bacteria benéficos y su efecto contra X. fastidiosa sera medido de la forma antes descrita, es decir, por
microplacas.

5 Induccion de resistencia con acido jasmonico y acido salicilico en plantas de vid infectadas con X. fastidiosa
bajo condiciones controladas

£l acido jasménico (AJ) serd producido mediante fermentaciones en estado liquido utilizando al hongo fitopatégeno
Botrodiplodya theobromae con el medio de cultivo Miersh modificado que sera proporcionado de otro proyecto de
doctorado. El acido salicilico sera comprado grado reactivo en la casa comercial Sigma Aldrich, mientras que el tercer
inductor sera aquel microorganismo que haya obtenido mejores resultados en las pruebas de antagonismo contra X.
fastidiosa. La identificacion y cuantificacién de AJ se llevara a cabo mediante técnicas de HPLC. Se evaluaran
diferentes tratamientos que seran asperjados de manera foliar en plantas de vid en macetas e inoculadas por puncion
al tallo con una suspension bacteriana de X. fastidiosa, posteriormente se determinaran parametros bioquimicos
indicadores del aumento de las defensas en las plantas como actividad enzimatica fenilalanina-amono-liasa,
peroxidasa y superoxido dismutasa, asi como la identificacion y cuantificacion de acido jasmonico y acido salicilico
mediante HPLC y la concentracion de compuestos fendlicos totales por técnicas espectrofotométricas (Dathe et al,
1081: Kramell et al, 1999). Los indices de incidencia y severidad de la enfermedad seran evaluados al cabo de 6 -12
meses después de la inoculacion calculando el area foliar quemada mediante la siguiente escala: 0 = hoja sana, 1 =
hoja con menos del 5% de area quemada, 2= hoja con 5.1 a 10% de érea quemada, 3 = hoja con 10.1 a 25% de area
quemada, 4 = hoja con 25.1 a 50% de area quemada y 5 = hoja con mas de 50% de area quemada. El analisis de
varianza sera realizado con las medias del indice de severidad y la comparacion de medias mediante la prueba de
Tukey con un nivel de confiabilidad de F= 0.05.

6. Variabilidad patogénica de X fastidiosa en vid y otros hospederos
Se realizaran pruebas de transmision mecanica de una solucion bacteriana de X. fastidiosa a plantas de diferentes
variedades de vid, se determinaran tiempo de incubacion hasta presencia de sintomas, tolerancia de variedad a la
bacteria, incidencia y severidad de los sintomas, colonizacién de los haces vasculares de las plantas por X. fastidiosa
(determinacion de UFC, observaciones al microscopio electronico), tiempo que la bacteria permanece viable en la

planta (Hopkins, 1980; Lopes et al. 2003).

7. Variabiﬁdadgenéﬁcadex.famtﬁosadevidyohnshospedems
La variabilidad genética de las cepas aisladas sera determinada mediante técnicas de marcadores moleculares como
microsatélites utilizando los marcadores y el procedimiento indicado por (Mumay y Thompson, 1980; Oliveira et al.,
2014) para la diversidad genética.
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Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar E |[F (M [A M |J
|

e
>
w

Muestreos en las diferentes zonas vinicolas

|dentificacion de X. fastidiosa

Obtencién y evaluacion de extractos vegetales % I X )X

Obtencion y evaluacién de metabolitos microbianos

x
>

Induccion de resistencia en plantas de vid x | x| x

XKXXXO

Determinacion de la varabilidad genetica Yy
patogénica de X. fastidiosa

X [ x| X|xX]|X
M X x| X |x]|X
DI || XXX
o X |x XXX
R M| XX
X x x| XXX

Redaccion y publicacion de articulos | X | X L% X

Obtencién de grado | X

Cronograma de distribucién de presupuesto para el 2018.

Actividad por realizar E |F (M JA [m J3 [J |]A S |0 [N ID

Muestreos en las diferentes zonas vinicolas \ $10,000

Identificacion de X. fastidiosa ‘: $10,000

Obtencién y evaluacion de extractos vegetales $8,000

Obtencion y evaluacion de metabolitos microbianos $6,000

Induccién de resistencia en plantas de vid $5,000

Determinacion de la variabilidad genética Y $20,000
patogénica de X. fastidiosa | |

Redaccién y publicacion de articulos ’ $8,000 | $8,000
Obtencion de grado ‘ | 1

|

Duracién total del proyecto

| Afio de

Inicio | Enero 2016 [Afio estimado de conciusion | Diciembre 2018 1

5.-Prod

uctos Esperados

”

v

YVVY

Identificacion y reporte de la (s) subespecie (s) de Xylella fastidiosa presentes en vid en zonas vitivinicolas de
Coahuila

Generacion de conocimiento sobre la vanabilidad genética y patogénica de las cepas de X fastidiosa
presentes en la zonas vinicolas de Coahuila

Publicacién de 2 articulos cientificos

Publicacion de memoria para 1 congreso (nacional e internacional)

Obtencién del Grado Doctor en Ciencias en Parasitologia Agricola

Estrategia de uso de biofungicidas y productos organicos como altemativa para el control de Xylelia fastidiosa
en vid
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