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RESUMEN

Xanthomonas fragariae es el agente causal de la mancha an-
gular de la hoja en fresa (FragariaX ananassa Duch) y es un
microorganismo sujeto a cuarentena para la movilizacién y
transporte de material vegetal de propagacién en varios pai-
ses. En México, la informacién sobre la diversidad genética
del patégeno y su severidad en variedades comerciales es
desconocida. Este estudio tuvo como objetivo conocer la va-
riabilidad genética de X. fragariae y evaluar su severidad en
diferentes materiales genéticos de fresa. Para ello se realizé
un andlisis filogenético con secuencias parciales de los genes
brp y gyrB de 14 aislamientos de X. fragariae recolectados en
localidades productoras de los estados de Michoacén, Jalisco
y Puebla, México. El 4rbol filogenético mostré similitud de
99 % entre los aislamientos analizados. Con el propésito de
contar con genotipos de fresa, con resistencia a X. fragariae
para uso comercial y en programas de mejoramiento genéti-
co, se inoculé por inyeccién y aspersion una suspensién de X.
Jfragariae en dos variedades comerciales y cinco genotipos y se
evalué la severidad de los sintomas mediante una escala dia-
gramdtica. Los genotipos de fresa Fragla y FragMa tuvieron
los valores menores de severidad. Este es el primer estudio so-
bre la variabilidad genética de X. fragariae y de su severidad

en genotipos de fresa en México.
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ABSTRACT

Xanthomonas fragariae is the causative agent of the angular
leaf spot of strawberries (FragariaX ananassa Duch). This
microorganism is subject to quarantine for the mobilization
and transport of propagation plant material in several
countries. There is no information about the pathogen’s
genetic diversity and its severity on commercial varieties
in Mexico. The objective of this study was to find out X.
Jfragariae’s genetic variability and evaluate its severity on
different strawberry genetic materials. To achieve this, a
phylogenetic analysis was carried out with partial sequences
of the hrp and gyrB genes from 14 X. fragariae isolates
collected from production locations in the Mexicans states
of Michoacdn, Jalisco, and Puebla. The phylogenetic tree
showed 99 % similarity among the isolates analyzed. In
order to obtain X. fragariae-resistant strawberry genotypes,
for commercial use and in genetic improvement programs,
a X. fragariae suspension was inoculated, injected and
sprayed, in two commercial varieties and five genotypes.
The symptom severity was evaluated using a diagrammatic
scale. Fragla and FragMa strawberry genotypes showed
the lowest severity values. This is the first study in Mexico
about the X. fragariae’s genetic variability and its severity

on strawberry genotypes.

Key words: Xanthomonas fragariae, FragariaX ananassa, hrp,

gyrB, diagrammatic severity scale.
INTRODUCTION

he angular leaf spot caused by Xanthomonas
fragariae  (Kennedy and King, 1962)
i disease that affects strawberry
crops (FragariaX ananassa Duch) reducing the
yield, especially when the bacteria infects the

1Is a
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INTRODUCCION

a mancha angular de la hoja ocasionada por

Xanthomonas fragariae (Kennedy y King,

1962) es una enfermedad del cultivo de la
fresa (FragariaX ananassa Duch) que reduce el ren-
dimiento, principalmente cuando la bacteria infec-
ta el cdliz (Wyenandt y Nitzsche, 2013), ocasiona
su decoloracién y la pérdida de su valor comercial
(Roberts et al., 1997). La infeccién bacteriana es
sistémica y estd sujeta a cuarentena en diversos pai-
ses porque pueden ser asintomdticas, lo cual favo-
rece el movimiento de material vegetativo infecta-
do a largas distancias (CABI/EPPO, 2015; Koike
et al., 2005). En México, el cultivo de fresa tiene
importancia socioeconémica y los principales esta-
dos productores son Michoacdn, Baja California,
Guanajuato y Jalisco (SIAD, 2014). Xanthomonas
[fragariae se report6 por primera vez en Michoacdn
en 2014 (Ferndndez-Pavia et al, 2014). Pero no
hay estudios sobre la variabilidad genética entre
cepas de este patdgeno en las zonas productoras
de fresa en México. El conocimiento de la varia-
bilidad genética de la bacteria o de su epidemio-
logia puede aportar herramientas importantes
para generar estrategias eficientes de manejo de la
enfermedad.

El andlisis filogenético de los genes hrp y gyrB
se utiliza para conocer la variabilidad genética en
otras especies del género Xanthomonas (Yin et al.,
2008; Young ez al., 2008; Almeida ez /., 2010), por
lo cual el estudio de estos genes podria aportar in-
formacién relevante sobre la variabilidad genética
entre poblaciones de X. fragariae y su relacién con
la severidad de la enfermedad mancha angular de
la hoja en diferentes genotipos de fresa. El cono-
cimiento de la variabilidad genética es un elemen-
to bdsico para determinar el impacto econémico
que pueden ocasionar diferentes poblaciones del
patégeno en condiciones ambientales especificas
del pais y delimitar zonas de produccién donde se
detecten cepas con mayor severidad para evitar el
cultivo de fresa; o bien, para establecer medidas de
manejo o de movilizacién de material propagativo
mds estrictas.

Todas las variedades cultivadas de fresa son sus-
ceptibles a la infeccién por X. fragariae; sin em-
bargo, algunas pueden mostrar menor grado de
susceptibilidad, por lo que la busqueda de estos
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calyx (Wyenandt and Nitzsche, 2013) causing
discolouration, and the loss of its commercial
value (Roberts et al., 1997). The bacterial infection
is systemic and subject to quarantine in several
countries, because it may be asymptomatic, which
contributes to the long-distance movement of
infected plant material (CABI/EPPO, 2015; Koike
et al., 2005). In Mexico, the strawberry cultivation
has socioeconomic importance; most of the
production takes place in the states of Michoacdn,
Baja California, Guanajuato, and Jalisco (SIAP,
2014). Xanthomonas fragariae was first reported in
Michoacédn in 2014 (Ferndndez-Pavia et al., 2014).
But there are no studies on the genetic variability
among strains of this pathogen in strawberry
production areas in Mexico. The knowledge of this
bacteria’s genetic variability or its epidemiology can
provide important tools to generate efficient disease
management strategies.

The phylogenetic analysis of 47p and gyrB genes
is used to find out the genetic variability in other
species of the Xanthomonas genus (Yin ez al., 2008;
Young ez al., 2008; Almeida ez al., 2010). Therefore,
studying these genes could provide relevant
information about genetic variability among X
fragariae populations and its relation with the
severity of the angular leaf spot disease on different
strawberry genotypes. The knowledge of genetic
variability is essential to determine the economic
impact that different pathogen populations can
have in specific environmental conditions in the
country. Also, it can help to delimit production
zones where strains with greater severity are
detected (and where cultivating strawberries should
be avoided) or to establish stricter management
or mobilization measures when dealing with
propagative material.

All cultivated strawberry varieties are susceptible
to X. fragariae infection. However, some of them
may possibly be less susceptible; therefore, searching
for these materials is important to develop genetic
improvement programs and
management with these materials, in areas that
are major sources of the pathogen’s inoculum.
Therefore, the objective of this research was to find
out the genetic variability of 14 X. fragariae isolates
from regions in central Mexico and to evaluate their
severity in two strawberry commercial varieties and
five genotypes.

to focus disease
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materiales es importante para desarrollar programas
de mejoramiento genético y enfocar el manejo de la
enfermedad con estos materiales en zonas con eleva-
da fuente de inéculo del patdgeno. Por lo tanto, el
objetivo de esta investigacién fue conocer la variabi-
lidad genética de 14 aislamientos de X. fragariae de
regiones del centro de México y evaluar su severidad
en dos variedades comerciales y cinco genotipos de
fresa.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y aislamiento de la bacteria

El tejido foliar de fresa se recolect6 en huertas comerciales
de los estados de Michoacdn (Tupdtaro, Tangancicuaro, Jacona
y Santiago de Tangamandapio), Jalisco (Ciudad Guzmdn, Ta-
palpa) y Puebla (San Salvador del Seco) con lesiones acuosas
delimitadas por las nervaduras, que son sintomas caracteristicos
de la mancha angular de la hoja. El fluido bacteriano se tomé
en tejido enfermo y tejido sano adyacente y se sembré en cajas
Petri con medio de cultivo Wilbrink (Koike, 1965, citado por
Vandroemme ez al., 2008). Las cajas se incubaron a 251 °C
hasta observar crecimiento bacteriano con el cual se hicieron
siembras en el mismo medio hasta obtener colonias puras, pe-
quenas, de color blanco sedoso, brillantes, mucoides y aparien-
cia viscosa. Los aislamientos bacterianos puros se preservaron
en tubos criogénicos con caldo nutritivo y glicerol al 40 % a
—20 °C.

Pruebas de patogenicidad

Los aislamientos de X. fragariae se inocularon individual-
mente en dos plantas de fresa var. Monterrey de 4 semanas de
edad establecidas en macetas con suelo estéril segiin el método
propuesto por Maas ¢z a/l. (2000). Las plantas inoculadas se man-
tuvieron en cdmara de crecimiento a 25-27 °C con humedad
relativa de 50 a 65 % y fotoperiodo de 16 h luz. Cada 24 h se
observaron para registrar el periodo de incubacién y a los 15 d
después de la inoculacién se midié el tamano de la lesién en las

hojas inoculadas.
Extraccién de ADN bacteriano

El ADN bacteriano se extrajo desde colonias puras aisladas
de nuevo desde las plantas inoculadas con 72 h de crecimiento
en medio de cultivo Wilbrink, con el protocolo descrito por
Minas ez al. (2011). El ADN obtenido se suspendié de nuevo en

agua destilada estéril y se conservé a —20 °C.

MATERIALS AND METHODS
Plant material and bacteria isolation

Strawberry leaf tissue was collected from commercial
plantations in the states of Michoacdn (Tupdtaro, Tangancicuaro,
Jacona, and Santiago de Tangamandapio), Jalisco (Ciudad
Guzmin, Tapalpa), and Puebla (San Salvador del Seco) with
watery lesions delimited by the nerves, characteristic symptoms
of the angular leaf spot. Bacterial fluid was collected from
diseased tissue and adjacent healthy tissue and seeded in Petri
dishes with a Wilbrink culture medium (Koike, 1965, quoted
by Vandroemme ez al., 2008). The dishes were incubated at
25=+1 °C until bacterial growth was observed. This growth
was seeded in the same medium, until pure, small, silky white,
shiny, mucoid, and viscous-looking colonies were obtained. Pure
bacterial isolates were preserved in cryogenic vials with nutrient
broth and 40 % glycerol at —20 °C.

Pathogenicity tests

The X. fragariae isolates were inoculated individually on
two 4-weeks-old strawberry plants var. Monterrey grown in pots
with sterile soil, according to the method proposed by Maas ez
al. (2000). The inoculated plants were kept in a growth chamber
at 25-27 °C, with 50-65 % relative humidity, and a 16 h light
photoperiod. Observations were made every 24 h, in order to
record the incubation period. Lesion size in inoculated leaves was

measured 15 days after inoculation.
Bacterial DNA extraction

Bacterial DNA was extracted from pure colonies isolated
again from the inoculated plants with 72 h of growth in a
Wilbrink culture medium, using the protocol described by
Minas et al. (2011). The DNA obtained was again put in a sterile

distilled water suspension and stored at —20 °C.
Phylogenetic analysis

Hirp and gyrB genes segments were amplified from the DNA
obtained, by means of PCR primers and conditions employed by
Roberts ez al. (1996) and Young et al. (2008) who amplified 537
bp and 865 bp fragments, respectively. The amplicons obtained
were purified and sent for sequencing at Macrogen Inc. (Seoul,
Korea). The sequences obtained were edited with the BioEdit
Sequence Alignment Editor program, generating consensus
sequences that were then aligned with the CLUSTALW software

included in the Molecular Evolutionary Genetics Analysis
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Andlisis filogenético

Segmentos de los genes hrp y gyrB a partir del ADN se am-
plificaron mediante PCR con los iniciadores y las condiciones
de PCR usadas por Roberts ez al. (1996) y Young ez al. (2008),
que amplifican fragmentos de 537 pb y 865 pb, respectivamente.
Los amplicones se purificaron y enviaron a secuenciar a Macro-
gen Inc. (Sedl, Corea). Las secuencias obtenidas se editaron con
el programa BioEdit Sequence Alignment Editor, generdndose
las secuencias consenso que después se alinearon con el software
CLUSTALW incluido en el programa Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA 6) (Tamura et al., 2011). Las secuen-
cias se editaron, 414 pb y 529 pb para los genes hrp y gyrB se
obtuvieron, y se concatenaron para tener un segmento con una
longitud de 943 pb. Un drbol filogenético se construyé con el
programa MEGA 6 por el método Neighbour-joining. Las
distancias evolutivas se obtuvieron por el método de Tamura
3-parameter model usando bootstrap con 10 000 repeticiones.
Las secuencias editadas se depositaron en la base de datos del
GenBank®.

Escala diagramdtica de severidad

Se recolectaron 200 hojas trifoliadas de fresa con diferentes
niveles de dafno por mancha angular. Las hojas se escanearon con
una resolucién de 200 dpi en una multifuncional HP (Officejet
Pro 276dW®, USA). Las imdgenes obtenidas se analizaron con el
software Assess 2.0 (The American Phytopathological Society, St
Paul MN, USA) para determinar el porcentaje de drea foliar da-
fiada. Una escala diagramdtica de severidad de sintomas se desa-
rroll6 de acuerdo con la ley de agudeza visual de Weber-Fechner
considerando los limites inferior y superior de severidad de la
enfermedad detectada en campo. Seis niveles de severidad se es-
tablecieron con el programa 2LOG v.1.0 a partir del porcentaje
de dafno mds alto, considerando el punto medio de cada nivel
para ubicar imdgenes representativas (Mora-Aguilera ez al., 2000,

citado por Saucedo-Carabez ez al., 2014).
Evaluacién de la severidad en genotipos de fresa

El aislamiento bacteriano 12XfMxJal se seleccioné porque
mostré menor periodo de incubacién en las pruebas de patoge-
nicidad ya descritas, para evaluar la susceptibilidad de las varieda-
des comerciales de fresa Fortuna y Festival, asi como de los geno-
tipos Frag53, Frag40, Fragla, FragMa y FragSp. Una suspensién
bacteriana de 3X10® UFC mL ™" de agua estéril fue preparada y
se usaron dos métodos de inoculacidn: 1) inyeccidn: 10 plantas
de cada variedad comercial y genotipo se inocularon segin la

metodologia de Maas ¢z al. (2000), y 2) aspersién: se asperjaron
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(MEGA 6) program (Tamura ez al., 2011). The sequences were
edited and 414 bp and 529 bp were obtained for the A7p and gyrB
genes, respectively; subsequently, these results were concatenated
and a 943-bp long segment was the result. A phylogenetic
tree was developed with MEGA 6, using the neighbor-joining
method. The evolutionary distances were obtained with the
Tamura 3-parameter model using a 10 000-repetitions bootstrap.

The sequences edited were deposited in the GenBank® database.
Diagrammatic severity scale

Two hundred trifoliate strawberry leaves with different levels
of angular spot damage were collected. The leaves were scanned
with a 200 dpi resolution, in an HP all-in-one (Officejet Pro
276dW®, USA). The resulting images were analyzed with Assess
2.0 software (The American Phytopathological Society, St Paul
MN, USA), in order to determine the percentage of damaged
leaf area. A diagrammatic symptom severity scale was developed
according to Weber-Fechner’s law of visual acuity, considering
the lower and upper disease severity limits detected in the field.
Six levels of severity were established with the 2LOG v.1.0
program, starting from the highest damage percentage, taking
into consideration the midpoint of each level, in order to locate
representative images (Mora-Aguilera e al., 2000, quoted by
Saucedo-Carabez et al., 2014).

Severity evaluation on the strawberry genotypes

The 12XfMxJal bacterial isolation was selected —because
its incubation period was shorter in the pathogenicity tests
described above— to evaluate the susceptibility of Fortuna and
Festival strawberry commercial varieties, as well as of the Frag53,
Frag40, Fragla, FragMa, and FragSp genotypes. A sterile water
3x10® CFU mL™" bacterial suspension was prepared and two
inoculation methods were used: 1) injection: 10 plants of each
commercial variety and genotype were inoculated according to
the methodology of Maas ¢z al. (2000), and 2) spray: 10 plants
per material were sprayed up to dripping point using the method
of Bestfleisch ez al. (2015). The experiment was set up in the field
inside plastic tunnels.

The plants treated with both methods of inoculation
were observed every 24 h for 11 d, in order to record the
incubation period. Subsequently, they were observed every 4 d
for four weeks, in order to evaluate the severity using the scale
developed.

The experimental design was made up by fully random
blocks. An ANOVA was carried out with the severity data, and
means were compared using Tukey’s multiple comparison test

(p=<0.05) in SAS (SAS System for Windows v9.0). Based on
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10 plantas por material hasta punto de goteo siguiendo la meto-
dologia de Bestfleisch ¢z al. (2015). El experimento se estableci6
en campo bajo tdneles de pléstico.

Las plantas con ambos métodos de inoculacién se observaron
cada 24 h durante 11 d para registrar el periodo de incubacién y
después cada 4 d durante cuatro semanas para evaluar la severi-
dad mediante la escala desarrollada.

El disefio experimental fue de bloques completos al azar.
Con los datos de severidad se realizé un ANDEVA y las medias
se compararon con la prueba de Tukey (p=0.05) usando SAS
(SAS System for Windows v9.0). Con los datos de incidencia
se obtuvo el drea bajo la curva del progreso de la enfermedad
para cada material evaluado (LANREF-Mora-Aguilera, COL-
POS)P.

REsurtapos Y Discusion
Pruebas de patogenicidad

En los estados de Michoacdn, Jalisco y Pue-
bla se obtuvieron 14 aislamientos de X. fragariae
(Cuadro 1), desde hojas con sintomas de mancha
angular. Todos los aislamientos fueron patogéni-
cos en plantas de fresa (var. Monterrey) y causaron

the incidence data, the area under the disease progress curve was
obtained for each material evaluated (LANREF-Mora-Aguilera,
COLPOS)P,

REsuLts AND DISCUSSION
Pathogenicity tests

In the states of Michoacdn, Jalisco, and Puebla, 14
X. fragariae isolates were obtained from leaves with
angular spot symptoms (Table 1). All isolates were
pathogenic in strawberry plants (var. Monterrey).
They caused watery spots in the inoculation site
(Figure 1), which are typical symptoms of a natural
bacterial infection. The incubation period ranged
between 3 and 5 d, and the shortest incubation period
was recorded in the 2XfMxMich and 12XfMx]al
isolates (Table 1).

Phylogenetic analysis
The sequence analysis of the Arp and gyrB

genes segments grouped into a single branch the 14
isolates from our study with an Australian isolation

Cuadro 1. Origen e identificacién de los aislamientos de Xanthomonas fragariae, periodo de incubacién y tamaio de lesién re-

gistrada en plantas de fresa var. Monterrey.

Table 1. Xanthomonas fragariae isolates origin and identification, incubation period, and lesion size recorded in strawberry var.

Monterrey plants.
, . No. Acceso GenBank
Aislamiento Localidad . Penqc]io de, Tan?a}no dela
incubacién (dfas) lesién (cm)

B hrp
1XfMxMich Tupétaro’ 5 0.38 KU684652 KU747975
2XfMxMich Tangancicuaro 3 0.45 KU684654 KU747976
3XfMxMich Jacona' 5 0.41 KUG684655 KU747977
4XfMxMich Tangancicuaro 5 0.37 KUG684656 KU747978
5XfMxMich TangancicuaroJr 5 0.37 KU719623 KU747979
6XfMxMich Tangamandapio’ 5 0.37 KU719624 KU747980
7XfMxMich Tangamandapio’ 5 0.45 KU719625 KU747981
8XfMxMich Tangamandapio’ 5 0.46 KU719626 KU747982
9XfMxMich Tangamandapio’ 5 0.38 KU719627 KU747983
10XfMxMich Jacona]L 5 0.38 KU719628 KU747984

11XfMxJal Tapalpa® 5 0.51 KU719629 KU747985
12XfMxJal Tapalpa® 3 0.38 KU719630 KU747986
13XfMx]Jal Cd. Guzmén? 5 0.45 KU684653 KU747987
14XfMxPue San Salvador® 5 0.38 KU719631 KU747988

TMichoaca’m, ’]alisco, SPuebla.

3 Mora-Aguilera, G. Laboratorio Nacional de Referencia Epidemioldgica Fitosanitaria (LANREF), Colegio de Postgraduados en Cien-
cias Agricolas-DGSV SENASICA SAGARPA - Programa de Postgrado en Fitosanidad. www.lanref.org.mx
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manchas acuosas en el sitio de inoculacién (Figura
1), que son sintomas tipicos de la infeccién natu-
ral por la bacteria. El periodo de incubacién oscilé
entre 3 y 5 d, y el periodo menor de incubacién
fue con los aislamientos 2XfMxMich y 12XfMx]Jal
(Cuadro 1).

Andlisis filogenético

El andlisis de las secuencias de los segmentos de
los genes hrp y gyrB agrupé en una sola rama a los
14 aislamientos de nuestro estudio con uno de Aus-
tralia (GenBank Accession HQ223085) (Figura 2),
lo cual indica que son muy similares entre si. Los
aislamientos de X. fragariae infectaron a las plantas
de fresa var. Monterrey con un periodo de incuba-
cién de 5 d, pero en los aislamientos 2XfMxMich
y 12XfMxMich fue de 3 d. Estas diferencias mues-
tran variabilidad genética inherente de esta especie
bacteriana. Aunque hubo diferencias bioldgicas, no

Figura 2. Arbol generado con el método Neighbour-joining. Las distancias evolu-
tivas se obtuvieron por el método de Tamura 3-parameter model usando
bootstrap con 10 000 repeticiones a partir de secuencias de nucleétidos
concatenados con regiones parciales de los genes hrp y gyrB de 14 aisla-
mientos de Xanthomonas fragariae. La barra indica el niimero de susti-
tuciones por sitio. S6lo se muestran valores de boostrap mayores a 80 %.

Figure 2. Phylogenetic tree developed using the neighbor-joining method. The
evolutionary distances were obtained with the Tamura 3-parameter
model using 10 000-repetitions bootstrap, based on nucleotide sequences
concatenated with partial s7p and gyrB gene regions of 14 Xanthomonas
fragariae isolates. The bar indicates the number of substitutions per site.

Only bootstrap values over 80 % are shown.

(GenBank Accession HQ223085) (Figure 2), which
indicates that they are very similar to each other.
Xanthomonas fragariae isolates infected strawberry
plants var. Monterrey with a 5 d incubation period,
but the 2XfMxMich and 12XfMxMich isolates
only took 3 d. These differences show the potential
genetic variability inherent in this bacterial species.
Although there were biological differences, it was
not possible to find genetic differences in the
regions of the genes examined. Stéger ef al. (2008)
studied the genetic variability of several X. fragariae
isolates by means of Repetitive Sequence-based PCR
(rep-PCR), Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus  (ERIC), and Amplified Fragment
Length Polymorphism (AFLP), but did not find
any differences between them. However, studies that
analyzed the /rp and gyrB genes for phytopathogenic
bacterial species (including other genus Xanthomonas
species) were consistent and showed genetic
variability among them (Yin ez 4/., 2008; Young et

Figura 1. Hojas con lesiones acuosas en los
sitios de inoculacién por inyec-
cién de Xanthomonas fragariae
15 d después de la inoculacién.
A) vista abaxial, B) vista adaxial.

Figure 1. Leaves with watery lesions in
the inoculated places where
Xanthomonas  fragariae was
injected (15 d after inoculation).
A) abaxial view, B) adaxial view.

9XfMxMich
12XfMx]Jal
7XtMxMich
4XfMxMich
1XfMxMich
14XfMxPue

- 2XfMxMich
3XfMxMich
5XfMxMich
6XfMxMich
8XfMxMich
10XfMxMich
99 | 13XfMxJal
Xanthomonas fragarie Australia

11XfMxJal
—— Xanthomonas arboricola pv. fragarie

0.1
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se identificaron genéticamente con las regiones de
los genes estudiados. Stoger er al. (2008) estudia-
ron la variabilidad genética de aislamientos de X.
[fragariae mediante Repetitive Sequence-based PCR
(rep-PCR), Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus (ERIC) y Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP) sin encontrar diferencias en-
tre ellos. Pero estudios donde se analizaron los genes
hrp 'y gyrB para especies de bacterias fitopatégenas,
incluyendo otras especies del género Xanthomonas,
fueron consistentes y mostraron variabilidad gené-
tica entre ellas (Yin ez al., 2008; Young ez al., 2008;
Almeida ez al., 2010). En nuestra investigacion, los
resultados del andlisis de las secuencias parciales de
los genes hrp y gyrB de los 14 aislamientos de X.
[fragariae, no mostraron variabilidad a pesar de las
diversas condiciones ambientales, variedades, ma-
nejo del cultivo y otros factores, donde se recolec-
taron las muestras. Lo anterior puede indicar diver-
sidad genética baja, probablemente por un origen
comun de los aislamientos introducidos a México,
o porque hay un nimero reducido de secuencias de
los genes hrp y gyrB en la base de datos del GenBank
de esta especie y que permitan detectar diferencias
en estas regiones del genoma. Ahora se realiza la
secuenciacién del genoma completo de estos aisla-
mientos para obtener mayor claridad acerca de la
interaccién genotipo/severidad de los sintomas in-
ducidos, asi como posibles estudios filo-geogréficos
de los mismos.

Escala diagramdtica

La escala diagramdtica disefiada tuvo seis niveles
de severidad en los que se indica el rango de drea fo-
liar afectada. Esta escala se integré con una imagen
que muestra el porcentaje de dano calculado con el
software y que es representativa de cada nivel con el
proposito de facilitar la evaluacién del dafio en cam-
po (Figura 3).

El uso de este tipo de escala reduce la subjetivi-
dad en las estimaciones de la gravedad de una enfer-
medad y es un elemento indispensable en estudios
epidemiolégicos (Menge et al., 2013). Bestfleisch
et al. (2015) propusieron una escala de severidad
para X. fragariae de nueve niveles no usada con fre-
cuencia debido quizd al niimero de niveles y porque
el dano se ilustra con dibujos en blanco y negro.
Para otras enfermedades hay escalas de severidad

al., 2008; Almeida ez /., (2010). In our research, the
results of the analysis of the A7p and gyrB partial gene
sequences of the 14 X. fragariae isolates showed no
variability, despite, among other factors, the different
environmental conditions, as well as crop varieties
and management, in the regions where the samples
were collected. This may indicate a low genetic
diversity, probably because the isolates introduced
in Mexico have a common origin or because there
is a small number of Arp and gyrB gene sequences
in the GenBank database for this species, making
it impossible to detect differences in these genome
regions. The complete genome sequencing of these
isolates is currently being carried out, in order to
obtain a greater understanding of the genotype/
severity interaction of the induced symptoms, as well
as possible phylo-geographic studies of these isolates.

Diagrammatic scale

The diagrammatic scale was designed with six
severity levels, which indicate the affected leaf area
range. This scale was integrated with an image that
shows the damage percentage calculated with the
software, and that is representative of each level,
in order to facilitate damage evaluation in the field
(Figure 3).

The use of this type of scale reduces the
subjectivity of the disease severity estimations and
is an essential element in epidemiological studies
(Menge et al., 2013). Bestfleisch er al. (2015)
proposed a nine-level X. fragariae severity scale. It
is not often used, perhaps due to the number of
levels and because the damage is illustrated with
black and white drawings. There are five- or six-
level severity scales for other diseases, which have
acceptable precision values and provide an accurate
validation (Menge er al, 2013, Freitas er al.,
2014). The scale proposed in our research shows a
progressive sequence of the advance of the affected
leaf area, with images that clearly show the damage
level caused by this bacterium in the sites under
study. (The figures are shown in grayscale and color
—printed and electronic version, respectively).

Severity evaluation

During the evaluation period (September-October
2015), 16-28 °C daytime and 18-28 °C night-time
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Clase 0 Clase 1 Clase 2
>0-5.6 % >5.6-19 %
Clase 3 Clase 4 Clase 5
>19-48.1 % >48.1-78.7 % >78.7 %

Figura 3. Escala diagramdtica disefiada para evaluar la severidad de Xanthomonas fragariae en genotipos de fresa.
Figure 3. Diagrammatic scale designed to evaluate the severity of Xanthomonas fragariae in strawberry genotypes.

con cinco o seis niveles, las cuales tienen valores
aceptables de precisién y exactitud en la validacién
(Menge et al., 2013; Freitas ez al., 2014). La esca-
la propuesta en nuestra investigacién muestra una
secuencia progresiva del avance del drea foliar afec-
tada, con imdgenes que proporcionan de manera
clara el nivel de dafio ocasionada por esta bacteria
en las localidades estudiadas. (La versién impresa
muestra las figuras en escala de grises y la versién
electrénica a color).

Evaluacién de severidad

Durante el periodo de evaluacién (septiembre-
octubre de 2015) se registraron temperaturas diur-
nas de 16-28 °C y nocturnas de 18-28 °C, con hu-
medad relativa de 44-99 %. Los siete genotipos eva-
luados de fresa resultaron susceptibles a X. fragariae
al ser inoculados por inyeccién o aspersion.

336 VOLUMEN 51, NUMERO 3

temperatures were recorded, with 44-99 % relative
humidity. The seven evaluated strawberry genotypes
were susceptible to X. fragariae, after being inoculated
by injection or spray.

Inoculation by injection

By means of this method, watery and necrotic
lesions forming an angular spot delimited by nerves
were observed. Eleven days after inoculation, 100 %
plants of all genotypes showed symptoms; there was
a4, 6,9, and 11 d incubation period variation. The
area under the disease progress curve varied among
different genotypes. The Fragla genotype had the
lowest severity value (31.82) (Figure 4).

In all cases, the size of the lesions increased
progressively during the experiment. Thirty-four
days after inoculation (34 dai), the Frag53 genotype
had the highest value, followed by the Festival
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Inoculacién por inyeccién

Con este método se observaron lesiones acuosas
y necréticas que formaron una mancha angular deli-
mitada por las nervaduras. EI 100 % de plantas mos-
traron sintomas a los 11 d después de la inoculacién
en todos los genotipos y hubo variacién entre los pe-
riodos de incubacién de 4, 6, 9 y 11 d. El drea bajo
la curva del progreso de la enfermedad fue variable
entre los diferentes genotipos, y el genotipo Fragla
tuvo el menor valor (31.82) de severidad (Figura 4).

En todos los casos, las lesiones aumentaron pro-
gresivamente de tamano durante el experimento. A
los 34 d después de la inoculacién (ddi) el genotipo
Frag53 tuvo el mayor valor seguido de la variedad
Festival; los otros genotipos fueron estadisticamente
similares (p>0.05; Cuadro 2). A los 18 ddi los geno-
tipos Frag53 y Fortuna fueron similares (p>0.05) y

80

variety; the other genotypes were statistically
similar (p>0.05, Table 2). Eighteen days after
inoculation (18 dai), the Frag53 and Fortuna
genotypes were similar (p>0.05) and from 22 dai
they behaved differently (p<0.05) until the end of
the evaluation.

The inoculated plants showed two types of foliar
lesions: 1) irregular necrotic spots surrounded by a
yellow halo that generally covered the entire leaf
blade (Figure 5A); and 2) necrotic lesions bordered
by watery tissue (Figure 5B). Only in the Fragla
genotype, 65 % of the inoculation sites showed
a third type of lesions: necrotic spots limited to
the inoculation area (Figure 5C), similar to those
that occur in a hypersensitive response (HR). HR
is considered the highest expression of the plants’
resistance to pathogen attacks, and is defined as a
rapid plant cell death associated with the restriction

70
60

Figura 4. Area bajo la curva del pro-

greso de la enfermedad en

50
40

siete genotipos de fresa ino-
culados por inyeccién con

Xanthomonas fragariae.

(%) de enfermedad

Figure 4. Areaunder the disease progress
curve in seven strawberry

genotypes inoculated with

Xanthomonas  fragariae by
injection.

Frag53  Fragd0  Fragla FragMa Fortuna

Genotipos de fresa

30
20
10
0+ \ \ \ \ \ \

Festival

FragSp

Cuadro 2. Tamafio de lesiones (cm) ocasionadas por Xanthomonas fragariae en hojas de siete genotipos de

fresa inoculadas por inyeccién.

Table 2. Lesion size (cm) caused by Xanthomonas fragariae in seven strawberry genotypes leaves inoculated

by injection.
Dias después de la inoculacién
Genotipo
18 22 25 29 34
Frag53 1.18a* 1.78a 1.82a 2.08a 2.2a
Fortuna 0.99a 1.13b 1.27b 1.43b 1.72b
Festival 0.67b 0.70c 0.87¢ 0.91c 0.88¢
FragMa 0.58b 0.62¢ 0.80c 0.87¢ 0.85¢
Fragla 0.60b 0.60c 0.71c 0.67¢ 0.71c
Frag40 0.56b 0.60c 0.67¢ 0.65¢ 0.67¢
FragSp 0.64b 0.63¢ 0.62c 0.64c 0.66¢

* Tratamientos con letra diferente son estadisticamente significativos (Tukey, p<0.05) % *Different-letter

treatments are statistically significant (Tukey, p=<0.05).
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desde los 22 ddi se comportaron de manera diferente
(p=0.05) hasta finalizar la evaluacién.

Las lesiones foliares en las plantas inoculadas
fueron de dos tipos: 1) manchas necréticas irregula-
res rodeadas por un halo amarillo que generalmen-
te llegaba a cubrir la totalidad de la ldmina foliar
(Figura 5A), y 2) lesiones necréticas bordeadas por
tejido acuoso (Figura 5B). Solo en el genotipo Fra-
gla el 65 % de los sitios de inoculacién mostré un
tercer tipo de lesién de manchas necréticas (Figura
5C) y limitadas al drea de inoculacién, similar a
las producidas en una reaccién de hipersensibilidad
(RH). La RH es considerada la madxima expresién
de resistencia de las plantas al ataque por patégenos
y se define como una muerte rdpida de las células
vegetales asociada con la restriccién del crecimiento
del patdgeno, que se reconoce por la presencia de
una o varias células muertas con coloracién café en
el sitio de infeccién (Greenberg y Yao, 2004; San-
z6n y Zavaleta-Mejia, 2011). Ademds, las plantas en
las que se produce una RH poseen cierto grado de
resistencia al patégeno que la indujo (Vlot ez al.,
2008). Diferentes especies de bacterias fitopat6-
genas como Pseudomonas syringae, Erwinia amy/o—
vora 'y Ralstonia solanacearum, entre otras, poseen
elicitores que disparan la RH (Grant y Mansfield,
1999). Segun, Bestfleisch ez al. (2015), las plantas

A

of the pathogen growth, which is recognized by the
presence of one or more brown dead cells in the
infection site (Greenberg and Yao, 2004; Sanzén
and Zavaleta-Mejia, 2011). In addition, plants in
which an HR is produced, have some degree of
resistance to the pathogen that induced it (Vlot ez
al., 2008). Different species of phytopathogenic
bacteria —such as Pseudomonas syringae, Erwinia
amylovora, and Ralstonia solanacearum, among
others— have elicitors that trigger HR (Grant and
Mansfield, 1999). Bestfleisch er al. (2025) also
report that, in the early stages of their development,
strawberry plants are more susceptible to X
fragariae, and that, as they mature, they show some
resistance that may become more evident over
time.

Spray inoculation

The same symptom types were consistently
observed with this method: watery angular spots
(Figure GA) coalesced over time forming larger
necrotic areas bordered by yellow-colored tissue
(Figure 6B). This type of lesions were different from
those observed in plants inoculated by injection.
The first symptoms were observed 7 dai. Statistical
analysis did not show significant differences

Figura 5. Sintomas producidos en siete genotipos de fresa inoculados por inyeccién
con X. fragariae. A) Manchas necréticas irregulares rodeadas por un halo
amarillo que generalmente cubren la limina foliar, B) Mancha necrética
con tejido acuoso en la zona de avance de la lesién, C) Lesiones necréticas
que no aumentaron de tamaino, D) Plantas testigo inoculadas con agua
destilada esterilizada, sin dafio aparente.

Figure 5. Symptoms produced in seven strawberry genotypes inoculated with
X. fragariae by injection. A) Irregular necrotic spots surrounded by a
yellow halo that generally cover the leaf blade, B) Necrotic spot with
watery tissue in the lesion’s advance area, C) Necrotic lesions that did not
increase in size, D) Control plants inoculated with sterile distilled water,
without apparent damage.
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de fresa son mds susceptibles a X. fragariae en eta-
pas tempranas de desarrollo y, al madurar, presen-
tan cierta resistencia que puede ser mds evidente
con el tiempo.

Inoculacién por aspersién

Con este método se observé consistentemente un
mismo tipo de sintoma de manchas angulares acuo-
sas (Figura 6A) que coalescieron con el tiempo for-
mando dreas necréticas de mayor tamano bordeadas
por tejido con coloracién amarillo (Figura 6B). Este
tipo de lesiones fueron diferentes de las observadas
en las plantas inoculadas por inyeccién. Los primeros
sintomas se observaron a los 7 ddi. El andlisis estadis-
tico no mostré diferencias significativas (p>0.05) en
severidad entre los materiales de fresa inoculados por
aspersién con X. fragariae.

Los dos métodos de inoculacién en nuestra in-
vestigacién fueron eficientes para infectar los geno-
tipos de fresa. No obstante, con la inoculacién por
aspersion se observaron sintomas similares a los que
ocurren en el ambiente natural.

En experimentos se ha obtenido cierto control
de la bacteria con tratamientos térmicos, esterili-
zacién de superficie por inmersién de pldntulas en
cloro+radiacién ultravioleta (UV-C) y remocién de
hojas y peciolos en plantas de vivero (Turechek y Pe-
res, 2009; Turechek ez a4l., 2013). El mejoramiento
genético como un método mds de manejo de esta
enfermedad podria ser una herramienta valiosa que
requiere la evaluacién y selecciéon constante de ge-
notipos con caracteristicas agronémicas deseables,
asi como la valoracién de la resistencia o tolerancia a
la bacteria. Por tanto, es necesario continuar las eva-
luaciones de los materiales de fresa para seleccionar
genotipos mejor adaptados a este patosistema con

Al

(p>0.05) in severity among strawberry materials
inoculated with X. fragariae.

The two inoculation methods used in this
research efficiently infected strawberry genotypes.
However, symptoms similar to those occurring in
a natural environment were observed when spray
inoculation was used.

Some bacteria control has been achieved,
during experiments, with thermal treatments,
surface sterilization by immersion of seedlings in
chloro+ultraviolet radiation (UV-C), and removal
of leaves and petioles in nursery plants (Turechek
and Peres, 2009; Turechek ez 4/., 2013). Genetic
improvement as an additional disease management
method could be a valuable tool that requires the
constant selection of genotypes with desirable
agronomic characteristics, as well as the evaluation
of the resistance or tolerance to the bacteria.
Therefore, it is necessary to continue evaluating
the strawberry materials, in order to select the
genotypes that are better adapted to this X
fragariae pathosystem, providing alternatives that
contribute to an efficient disease management. In
Mexico, the development of selection techniques
for strawberry materials that can resist or which
have some tolerance degree to angular leaf spot
is incipient, due to its recent introduction in the
country.

Two forms of X. fragariae inoculation were
evaluated in our study —these forms are reported
separately in other works. Although an infection
occurred in both cases, the incubation period with
inoculation by injection was shorter; therefore,
using this inoculation method in selection
programs may be more convenient, because
it reduces the time needed to evaluate genetic
materials.

B Figura 6. Sintomas observados en siete genotipos
de fresa inoculados por aspersién con X.
Jragariae. A) Manchas angulares inicialmen-
te acuosas que necrosaron con el tiempo, B)
Lesiones necréticas con halo amarillo con
cierta zona de avance de la lesién.

Figure 6. Symptoms observed in seven strawberry
genotypes inoculated spraying X. fragariae.
A) Angular spot (initially watery) that
suffered necrosis over time, B) Necrotic
lesions with yellow halo with some areas in
which the lesion has advanced.
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X. fragariae, que proporcionarin alternativas que
contribuyan a un manejo eficiente de la enferme-
dad. En México es incipiente el desarrollo de técni-
cas de seleccién de materiales de fresa resistentes o
con cierto grado de tolerancia a la mancha angular
de la hoja debido a su reciente introduccién en el
pais.

En nuestro estudio se evaluaron dos formas de
inoculacién de X. fragariae que en otros trabajos se
reportan de manera separada. Si bien en ambos casos
hubo infeccidn, el periodo de incubacién con la ino-
culacién por inyeccién fue menor por lo que puede
ser mds conveniente utilizar este método de inocula-
cién en programas de seleccion al reducir el tiempo
de evaluacién de los materiales genéticos.

CONCLUSIONES

La secuenciacién parcial de los genes hrp y gyrB
mostré una alta similitud genética entre 14 aislamien-
tos de Xanthomonas fragariae de diferentes localida-
des del Centro de México.

Todos los genotipos de fresa evaluados resultaron
susceptibles a Xanthomonas fragariae. Pero FragMa y
Fragl.a mostraron los valores menores de severidad
de sintomas, y pueden constituir fuentes de genes
con potencial para usarse en programas de mejora-
miento genético para el cultivo de fresa en México.

El genotipo Fragla mostré evidencias de reaccién
de hipersensibilidad en el 65 % de los sitios de ino-
culacién, por lo que serd estudiado con mayor pro-
fundidad para encontrar genes involucrados en esta
reaccion.
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