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Resumen
La produccién de gulupa (Passiflora edulis Sims) es limitada por enfermedades, siendo la
mancha aceitosa una de las mas importantes debido al dafio que causa sobre el tejido vegetal y
los frutos afectando su apariencia y calidad. En este estudio, se realizé la caracterizacion
bioquimica, morfoldgica, patogénica y molecular de aislamientos bacterianos obtenidos a partir
de hojas y frutos de gulupa con lesiones tipicas de la mancha aceitosa, recolectados en el
municipio de Venecia, Cundinamarca. Asimismo, se evalud in vitro la sensibilidad de la bacteria
fitopatdgena a productos comerciales y alternativos a base de antibiéticos, fosfitos, dioxido de
cloro y sulfato de cobre, utilizados para el manejo de enfermedades bacterianas. De acuerdo con
la caracterizacion bioquimica y morfoldgica de los 18 aislamientos obtenidos, cinco de ellos
correspondieron al género Xanthomonas y molecularmente la amplificacion con los marcadores
16S ARNr y los genes multilocus fusA, gapA, gyrB y efp confirmaron su identidad como X.
phaseoli pv. passiflorae. En las pruebas de patogenicidad realizadas en plantas de gulupa de 4
meses, la bacteria reprodujo sintomas en hojas que correspondieron a manchas necroticas de
color pardo y bordes con aspecto aceitoso y desprendimiento de éstas por el peciolo,
corroborando gue el aislamiento bacteriano era el agente causal de la mancha aceitosa. En las
pruebas bajo condiciones in vitro los productos a base de antibidticos y sulfato de cobre a 0,7 g/L
y 0,7 g/L respectivamente, presentaron un efecto biocida sobre la bacteria al detectar halos de
inhibicidn de crecimiento alrededor del pozo donde se encontraba el compuesto. Por tanto, se
confirma la presencia de la mancha aceitosa de la gulupa en frutos y hojas con sintomas de la
enfermedad provenientes del municipio de Venecia-Cundinamarca, asi como se sugiere de su
agente causal X. phaseoli pv. passiflorae, una cepa sensible a los antibi6ticos y sulfato de cobre

en condiciones in vitro.
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Abstract

Diseases limit the production of gulupa (Passiflora edulis Sims), the oil spot is the most
important due to the damage on leaves and fruits, affecting their appearance and quality. The
study involved the biochemical, morphological, pathogenic, and molecular characterization of
bacterial isolates obtained from leaves and fruits of gulupa with typical oil stain lesions,
collected in the municipality of Venecia, Cundinamarca. Similarly, in vitro experiments were
performed to evaluate the sensitivity of phytopathogenic bacteria to commercial and alternative
products based on antibiotics, phosphites, chlorine dioxide, and copper sulfate, used in the
management of bacterial diseases. According to the biochemical and morphological
characterization of the 18 isolates obtained, five of them corresponded to the genus Xanthomonas
and the molecular amplification with the RNAr 16S markers and the multilocus genes fusA,
gapA, gyrB, and efp confirmed the identity as X. phaseoli pv. passiflorae. In pathogenicity tests
carried out on 4-month-old gulupa plants, the bacterium reproduced symptoms on leaves that
corresponded to brown necrotic spots with oily edges, and leaf detachment from the petiole,
confirming that the bacterial isolate was the causal agent of the oily spot. Under in vitro
conditions, the antibiotic solution at 0.7 g/L and copper sulfate at 0.7 g/L showed a biocidal
effect on the bacteria by detecting growth inhibition halos around the well where the compound
was located. The presence of the oily spot in fruits and leaves from the municipality of Venecia-
Cundinamarca is confirmed, It is suggested as well as its causal agent X. phaseoli pv. passiflorae
a strain sensitive to antibiotics and copper sulfate under in vitro conditions.

Keywords: Gulupa; bacteriosis; Passifloraceae, X. phaseoli pv. passiflorae, copper

sulphate, antibiotics
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Introduccion

La gulupa (Passiflora edulis Sims), es catalogada como la fruta exoética de mayor
importancia en Colombia, siendo la méas exportada después del aguacate y el limon Tahiti
(Bernal, 2022). Este cultivo es altamente rentable, genera buena tasa de empleo y presenta una
produccién de 13,161 t y un rendimiento de 24,74 t/ha al afio (Ministerio de Agriculturay
Desarrollo Rural, 2021). Entre los principales departamentos productores se encuentran
Antioquia, Boyaca, Cundinamarca y Tolima (Agronet, 2021). Pachon et al. (2006) y Jiménez et
al. (2012), afirman que en Colombia la produccion de gulupa puede realizarse en distintos
climas, desde 16 °C hasta 25 °C, pero generalmente, los mayores rendimientos se obtienen en
temperaturas entre los 18 y 25 °C. No obstante, las enfermedades son la principal limitante para
la produccion de la gulupa, disminuyendo areas de siembra a causa de diferentes patdgenos,
entre los que se encuentran virus como el virus del mosaico del pepino CMV, virus del mosaico
de la soja SMV vy el virus del mosaico transmitido por el pulgén del caupi CoABMYV (Riascos et
al., 2012), y hongos como Fusarium oxysporum, que genera la enfermedad conocida como
secadera; en cuanto a las enfermedades que afectan al fruto, se reporta la antracnosis causada por
Colletotrichum gloeosporioides y la rofia causada por Cladosporium sp. que causan perdidas que
pueden llegar al 30% de la produccion exportable (Riascos, 2011).

Entre los patdgenos que afectan las hojas, y que estan asociados con el sintoma de
mancha aceitosa se encuentran asociadas bacterias entre las que se destacan Xanthomonas

axonopodis, Xanthomonas campestris, Pseudomonas sp. (Benitez et al.,
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2011). Diversos estudios reportan que las bacterias X. axonopodis y X. campestris no solamente
afectan foliarmente a la gulupa, también pueden llegar a infectar el fruto, con la aparicion de
manchas de color castafio o transparente con margen de aspecto aceitoso en la corteza del mismo
(Benitez et al., 2011; Villegas, et al., 2012; Guerrero, et al., 2010; Rodriguez, et al., 2022). Gran
parte de las investigaciones acerca del patdgeno causante de la macha aceitosa en gulupa, a
través de pruebas de patogenicidad con X. axonopodis y X. campestris, han generado sintomas en
hojas y frutos, aunque en lapsos de periodos de tiempo diferentes. Para el caso de pruebas de
patogenicidad con X. axonopodis la necrosis y el halo aceitoso se presentaron en la primera 'y
segunda semana pos- inoculacion mientras que con X.campestris se presentaron sintomas hasta
la tercera semana (Benitez, 2010).

Las bacterias del género Xanthomonas son Gram negativas y bioquimicamente se
clasifican como aerobias estrictas de acuerdo con la prueba de Hugh and Leifson, almidon
positivo, KOH 3% positivo, oxidasa negativa, fermentadoras negativas de azlcares en TSI, y
morfolégicamente la mayoria de las cepas son mucoides en YDC y producen pigmentacion de
color amarillo (Schaad, 2001).

La enfermedad de la mancha aceitosa generada por X. axonopodis afecta las hojas
causando diversa sintomatologia, Benitez y Hoyos (2009) describen manchas foliares amarillas
en forma de "V", manchas punteadas y concéntricas, como también manchas necréticas con
exudado aceitoso. En fruto, se presentan manchas aceitosas superficiales que al presentar ataques
severos por la bacteria producen abundante exudado aceitoso, llevando a generar lesiones
necroticas severas, marchitamiento de las plantas y el desprendimiento de las hojas por el peciolo

(Benitez y Hoyos, 2009).
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Se estima que las pérdidas en rendimiento por esta enfermedad, bajo condiciones
favorables pueden llegar al 95% (Benitez et al., 2011; Mora et al., 2009). Por otro lado, sintomas
similares a los descritos anteriormente se reportaron por primera vez por Pereira (1969) en Brasil
y fueron relacionados con la especie X. axonopodis. Adicionalmente, Castillo y Granada (1995),
reportaron a X. axonopodis como agente causal de los sintomas descritos con anterioridad en
maracuya4, cultivada en Colombia.

En campo, las medidas de manejo de la mancha aceitosa se basan principalmente en la
aplicacion de ingredientes activos a base de compuestos clpricos y antibidticos (Montoya et al.,
2013; Farfan et al., 2014), trayendo como consecuencia la generacion de cepas resistentes.
Debido a lo anterior, en este trabajo se planteé como objetivos caracterizar biologica,
morfoldgica, patogenica y molecularmente el agente causal de la mancha aceitosa en gulupa
(Passiflora edulis Sims.) y evaluar el efecto biocida in vitro de compuestos a base de
antibidticos, fosfitos, sulfatos de cobre y desinfectantes sobre el agente causal de la mancha

aceitosa.
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Objetivos

Objetivo General
Caracterizar del agente causal de la mancha aceitosa de gulupa (Passiflora edulis Sims) y
evaluar el efecto bactericida de productos quimicos y desinfectantes in vitro
Objetivos Especificos
Caracterizar los aislamientos bacterianos asociados a la sintomatologia de la mancha
aceitosa en un cultivo comercial de gulupa (Passiflora edulis Sims.) en Venecia (Cundinamarca).
Evaluar el efecto biocida in vitro de moléculas alternativas y desinfectantes sobre el

agente causal de la mancha aceitosa.
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Marco Teorico

Origen y Distribucion

La gulupa es un fruto de una pasifloracea que proviene del sur de Brasil, Paraguay y del
norte de Argentina y que se ha cultivado en Africa, Asia y Oceania. En América, se ha
diversificado ampliamente en la region andina, especificamente en las montafias de los andes
tropicales de Colombia, en el cual crece por encima de los 1500 msnm (Ocampo y Wyckhuys,
2012), y que de acuerdo con registros botanicos existen mas de 58 especies endémicas que en un
principio fueron establecidas como plantas en huertos caseros (Uribe, 2017).
Importancia Econémica

El territorio europeo es el principal destino para su exportacion, cuya cifra ha aumentado
un 3,8% pasando de USD FOB 33,25 millones en 2019 a USD FOB 34,51 millones para el 2020
(Analdex, 2021). El principal destino de gulupa en Europa es Paises Bajos con una participacion
del 81% del valor exportado, seguido por Bélgica y Reino Unido con 8,0% y 3,3%
respectivamente. Sin embargo, también se ha registrado el crecimiento de otros mercados como
Alemania, Grecia, Kuwait, Suiza y se empiezan a realizar ventas de este producto en paises
donde previamente no se habian realizado como Dinamarca, Ucrania y Polonia (Analdex, 2021).
Por eso la importancia de fortalecer la produccion de gulupa en el pais ya que existen zonas
productoras con gran potencial como lo son los departamentos de Antioquia, Tolima, Boyaca y
Cundinamarca.

El cultivo de gulupa en el departamento de Cundinamarca alcanz6 extensiones de 629
hectareas en el afio 2009, que produjeron 7728 toneladas, sin embargo, el area sembrada llego a
decrecer hasta las 122 ha y para el afio 2016 se present6 una produccion de 1547 ton debido en

parte a las limitantes de produccion que deben enfrentar los productores, entre las que se resalta
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la presencia de plagas y enfermedades (Hernandez et al., 2011). No obstante, debido al potencial
de produccion y exportacion del fruto de la gulupa, este ha sido acogido por los productores del
departamento de Cundinamarca hasta alcanzar en el afio 2019 la siembra de 203 ha, con una
produccién de 2578 ton (Agronet, 2021). Esta tendencia al aumento del area y produccion de
este cultivo en ese departamento se ha atribuido a la aplicacion de estrategias de manejo eficaces
en el control de enfermedades la cual incluye la mancha aceitosa, que ha llegado a alcanzar
niveles de incidencia de hasta el 95 % en el sur del Sumapaz (Cundinamarca) reduciendo su
produccién (Montoya et al., 2013).
Taxonomia y Morfologia

De acuerdo con el Instituto de Ciencias Naturales (ICN) de la Universidad Nacional de
Colombia (2012), la gulupa se situa en el siguiente contexto taxondémico.

Grupo: Angiosperma

Clase: Dycotiledoneas

Subclase: Archiclamydae

Orden: Violales

Familia: Passifloraceae

Geénero: Passiflora

Especie: edulis Sims.

Morfol6gicamente segln Pérez y Liscano (2012), la gulupa posee un tallo herbaceo
estriado y lefioso, de color verde, las ramas con nudos y entre nudos originan una yema floral,
dos estipulas lineares, una hoja y un zarcillo que permiten que la planta se adhiera correctamente

a su soporte al ser trepador.



23

Las hojas son verdes, glabras, con nervaduras pronunciadas de tres I6bulos. Tiene un
sistema radical completamente ramificado, sin raiz prominente de modo que es superficial
(Garcia, 2002).

La flor es solitaria y hermafrodita, vistosa con cinco pétalos, cinco sépalos expandidos,
de color blanco y tonalidades verdes con margenes blancos en el envés, existiendo tres tipos de
flor de acuerdo con la posicion de los estigmas. El fruto es una baya de forma ovoide, con una
cascara de consistencia dura, lisa y cerosa, que en estado inmaduro es de color verde y toma una
coloracion purpura oscuro al madurar siendo delicada al tacto lo que la convierte en un problema
a la hora de su recoleccion y almacenamiento; debido a que esta capa se dafia con facilidad
manchando el fruto, facilitando el ingreso de patogenos que afectan la calidad y disminuyendo la
vida util del fruto en poscosecha (Orjuela et al., 2011). Finalmente, sus semillas son de forma
acorazonada de color negro y estan cubiertas por mucilago de color amarillo (Ocampo y
Wyckhuys, 2010, 2012; Pérez y Liscano, 2012).

Requerimientos Edafoclimaticos

En Colombia, la gulupa se produce en diferentes climas, con temperaturas de 16 a 24 °C
(Pachon et al., 2006), la mejor produccién se da entre 18 y 25 °C teniendo precaucion en las
heladas. Los tipos de suelo méas aptos para su desarrollo son francos (arenosos y arcillosos), con
pH entre 6,5y 7,5 (Jiménez et al., 2012). Para la formacién optima de hojas, flores y frutos la
planta necesita de 10 a 11 horas de luz, teniendo una alta sensibilidad ante los cambios de
radiacion solar que afectan la productividad y que en dias nublados se reduce el crecimiento,
cantidad de botones florares y apertura floral (Fischer et al., 2009) ocasionando un retraso en la

maduracién del fruto.
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Principales Enfermedades para el Cultivo

Entre las enfermedades que pueden ser potencialmente limitantes en esta passiflora, los
de mayor relevancia son secadera causado por Fusarium oxysporum, rofia ocasionada por
Cladosporium sp., antracnosis causada por Colletotrichum sp. y Virus como; el potyvirus del
mosaico de la soja (SMV) y el tymovirus del mosaico amarillo de la maracuya (PFYMV)
(Ramirez et al., 2017; Cardona et al., 2022).

Secadera: esta enfermedad se puede presentar en cualquier estado de madurez del fruto
adherido a la planta, presentando rugosidades. En hojas se observa un patrén de clorosis
uniforme y marchitez hacia otras ramas, generando finalmente una marchitez generalizada y por
consiguiente defoliacion severa (Ortiz y Hoyos, 2012). Esta enfermedad es una gran limitante
llegando a causar pérdidas de hasta 100% del cultivo de gulupa (Hoyos, 2010).

Rofa: Se considera la enfermedad mas importante del cultivo de la gulupa ya que puede
afectar todos los 6rganos aéreos de la planta, especialmente en el fruto, siendo la mas reportada
por los productores como una de las mas limitantes (Uribe, 2017). Los sintomas corresponden a
lesiones iniciales de color parda como ampollas, originando lesiones tenuemente hundidas que
evolucionan a chancros, aunque si no evoluciona se pueden observar manchas circulares
levemente hundidas, de borde definido generando necrosis en el centro, mientras que en hoja las
lesiones son manchas redondas hiimedas de color parda (necrosis) junto a esporulacion gris
verdosa en el centro (Riascos et al., 2012).

Antracnosis: los sintomas pueden presentarse en todos los 6rganos aéreos,
permaneciendo en estado de latencia, presentando sintomas en periodo de estrés hidrico o en
condiciones climaticas favorables como una alta humedad/temperatura que favorecen el

desarrollo de la enfermedad (Castillo, 2014). En los frutos los sintomas se caracterizan por la
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presencia de hundimientos de forma circular con presencia de masas negras o anaranjadas en el
centro. Estas lesiones pueden extenderse y generar una pudricion seca del fruto. En hojas se
presentan manchas necréticas rodeadas por un halo verde oscuro, originando grandes lesiones lo
cual hace que la hoja torne a un color amarillo, desprendiéndose de la planta (Uribe, 2017).

Mosaico de la soja (SMV): Es ocasionado por un potyvirus, su sintomatologia se
relaciona con mosaicos rugosos, tonalidad verde oscuro junto a la distorsion de las hojas
(Cardona et al., 2022).

Mosaico amarillo de la maracuya (PFYMV): ocasionado por un tymovirus el cual
prevalece principalmente en hojas generando mosaico leve o moteado en las nervaduras y
generando enacion (Jaramillo et al., 2018, 2019).

Mancha Aceitosa Xanthomonas: La mancha aceitosa denominada como bacteriosis, es
una enfermedad de alta incidencia en el cultivo de Gulupa (Passiflora edulis Sims.) ocasionada
por X. axonopodis (Ramirez et al., 2017), que bajo condiciones favorables como épocas de
lluvias con temperatura de 20 °C y una humedad media de aproximadamente 70% causan un
ambiente constante y himedo, dando inicio al establecimiento y en consecuencia al desarrollo de
la enfermedad que al avanzar su sintomatologia se puede observar que en hojas, son manchas
necroticas amarillentas con aspecto aceitoso y en el fruto se presentan manchas aceitosas de
color pardo (Benitez et al., 2011). Estos sintomas afectan la comercializacion al cambiar la
apariencia del fruto, lo que incide en la economia de los departamentos productores como lo es

Cundinamarca.
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Materiales y Métodos

Reconocimiento de la Sintomatologia en Campo y Toma de Muestras

Se realizaron visitas de campo a una finca productora de gulupa de la Provincia del
Sumapaz, ubicada en el municipio de Venecia en la que se identificaron plantas con sintomas
tipicos de la mancha aceitosa, colectando 21 muestras de hojas y frutos para su debido
procesamiento en laboratorio. EI material se envolvié en servilletas, se empacé en bolsas de
papel y fue llevado, manteniendo condiciones de refrigeracion al laboratorio de Sanidad Vegetal
de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. Se
realizé el registro fotografico de las muestras tomadas para hacer la descripcion de la
sintomatologia propia de la enfermedad (Apéndice A).
Obtencion de Aislamientos Bacterianos

El procesamiento de las muestras se llevd a cabo en el laboratorio de Sanidad Vegetal de
la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, para ello
se tomaron cortes de tejido de 0,5 cm? (tejido sano y enfermo). Estos fueron desinfectados con
una solucion de etanol al 70 % durante 30 segundos, seguido de hipoclorito de sodio al 1 % por 1
minuto y tres lavados con agua destilada estéril, cada uno de un minuto (Ortiz et al., 2011).
Luego, el tejido desinfectado se macerd con ayuda de un pistilo en tubos plasticos estériles de 2
ml y de la suspensidn obtenida se realizd una siembra directa por agotamiento en cajas de Petri
con medio de cultivo agar nutritivo (AN), las cuales se incubaron a 28 °C en completa oscuridad.
Posteriormente, a 48 horas de incubacién se seleccionaron aquellas colonias aisladas de color
amarillo y apariencia mucoide de acuerdo con la morfologia del género bacteriano asociado con

esta sintomatologia (Schaad, 2001; Benitez et al., 2011).
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Obtencion y Conservacion de Cultivos Puros

A partir de los cultivos bacterianos crecidos se selecciond una unica colonia que se
sembré por agotamiento en medio agar nutritivo para la obtencion de un cultivo puro. Para la
conservacion de los aislamientos se transfirié una colonia proveniente del cultivo puro en 5 ml
de caldo nutritivo y se puso en agitacion constante aproximadamente durante 16-18 horas a 170
rpm. Transcurrido ese tiempo, se tomo 700 ul del cultivo bacteriano y se mezcld con 300 ul de
glicerol al 20% en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se conservo a -80 °C.
Caracterizacion Morfoldgica y Bioquimica de los Aislamientos Bacterianos

Para la identificacion de los aislamientos bacterianos se realizo revision de los caracteres
morfoldgicos microscopicos por tincion de Gram y la aplicacion de pruebas bioquimicas
generales, como reaccion al KOH al 3%, prueba de oxidasa, Hugh and Leifson, TSI (Triple
sugar iron), crecimiento mucoide con produccion de pigmento amarillo en YDC (Yeast extract-
dextrose-CaCO3) y YPGA (Yeast extract-bacteriological peptone- glucosa- agar) e hidrdlisis de
almiddn (Schaad, 2001; Botero et al., 1998; Koblitz et al., 2023).
Pruebas de Patogenicidad

Con el fin de corroborar la patogenicidad y generacién de sintomas en las plantas
hospedantes, se realizaron pruebas de patogenicidad con los aislamientos que presentaron las
caracteristicas bioguimicas del género Xanthomonas. Para ello, plantas de gulupa de 3 meses de
edad fueron inoculadas con una suspension bacteriana a una concentracion de 1 x 108 células.ml”
1(D.0 600nm: 0.2) mediante infiltracion (20 pl) en las hojas adyacentes a los puntos de
crecimiento (Castafieda, 2005; Ruz et al., 2008). Las plantas se mantuvieron en el invernadero de
la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional, sede Bogota, entre 60% y 95% de

humedad relativa y 20-25 °C durante 4 a 5 semanas.
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Posteriormente, se realizo seguimiento a las plantas hasta el desarrollo de sintomas y
finalmente a partir del tejido enfermo se realizo el aislamiento e identificacion del agente
bacteriano para su confirmacion, siguiendo la metodologia explicada previamente.

Para el disefio experimental en las pruebas de patogenicidad se utilizaron tres plantas de
gulupa de tres meses de edad por aislamiento. De cada planta se eligieron dos hojas jovenes y
cada hoja fue inoculada por infiltracién en 3 puntos por el envés. La unidad experimental fue la
hoja inoculada con Xanthomonas a una concentracion de 1x10% UFC.ml"!. Del mismo modo se
realizd la inoculacién del control negativo que correspondio a Pantoea sp. (aislamiento 7B) y
como testigo absoluto se utilizé una sola planta con dos hojas infiltradas con agua destilada
esteril.

Caracterizacion Molecular de los Aislamientos Bacterianos
Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 a los aislamientos 4A, 7B y 16A, los cuales presentaron
la morfologia del género bacteriano que previamente fue reportado como el causante de la
sintomatologia evaluada en gulupa. Para la extraccion se utilizo el Kit de purificacion de ADN
gendémico Wizard-Protocolo rapido FB022 para bacterias Gram negativas (Promega, 2019). Cada
una de las bacterias fue inoculada en 3 ml de caldo nutritivo y puestas en agitacion constante
aproximadamente durante 16-18 horas a 170 rpm. Transcurrido este tiempo, se transfirié 1 ml de
cultivo bacteriano a un tubo eppendorf de 1.5 ml y a partir de este se comenzd la extraccién
siguiendo las indicaciones del kit. Posteriormente, se verifico la calidad del ADN por medio de

una electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.
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Amplificacion de Region 16S ARNr por PCR

La amplificacion de la region 16S ARNr (Hauben, 1997) se realizé a partir del ADN
bacteriano usando los iniciadores ULIQUGP-Fn6 (5"CCA GCA GCC GCG GTAATAC3)y
U2QUGP-RNn1 (5" GGC TAC CTT GTT ACG ACT TC 3") descritos por Barghouthi (2011), en
reacciones de 25 pul de volumen que contenian 1X de Buffer + 2 mM de MgCly; 0,32 uM de cada
Primer; 0,2 mM de dNTPs, 0,8 U de Taq y 1 ul de ADN bacteriano. Las condiciones de
amplificacion fueron 33 ciclos de 94 °C por 90 s; 50 °C por 35s; 72 °C por 105 sy una
extension final de 72 °C por 3 min (Barghouthi, 2011).
Amplificacion de Marcadores Multilocus (MLSA)

Los genes fusA, gapA y gyrB fueron amplificados a partir del ADN del aislamiento 16A
(el cual reprodujo los sintomas caracteristicos de la enfermedad mancha aceitosa en las pruebas
de patogenicidad), usando los iniciadores descritos en la tabla 1. Las condiciones de PCR fueron:
94 °C por 5 min; 35 ciclos de 94°C por 30 s; 58°C por 30 s, y 72°C por 30 s; y extension final de
72°C por 7 min (Popovi¢, et al., 2019). Para el caso del iniciador efp la amplificacion se realizo
bajo las siguientes condiciones de PCR: 94°C por 2 min, 30 ciclos de 94°C por 1 min; 1,5 min
por 62°C; 1,5 min por 72°C; y extension final de 72°C por 10 min (Mhedbi et al., 2013). La
mezcla de reaccion para la amplificacion de los genes fusA, gapA y gyrB fue la misma a la
utilizada para el gen 16 ARNr. La concentracién de los reactivos de la mezcla para la
amplificacion del gen efp fueron 1X de Buffer + 2 mM de MgCI2; 0,5 uM de cada Primer; 0,2

mM de dNTPs, 0,4 U de Taq y 1 pl de ADN (Mhedbi et al., 2013).
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Tabla 1

Secuencia de primers utilizados

Referencia
Gen Primer Secuencia Primer 5" -3°
Bibliografica
UIQUGP-Fn6 CCAGCAGCCGCGGTAATAC
16 S Barghouthi (2011)
GGCTACCTTGTTACGACTTC
U1QUGP-Rnl
fusA F TCTGGCSCARGARGAYCC
fusA Almeida, et al. (2010)
fusA R GCCTCTTCGTARTGGTCRAA
gapA F GGCAATCAAGGTTGGYATCAACG
gapA Almeida, et al. (2010)
ATCTCCAGGCACTTGTTSGARTAG
gapA R
gyrB F AAGTTCGACGACAACAGCTACAA
gyrB Almeida, et al. (2010)
gyrB R GAMAGCACYGCGATCATGCCTTC
efp F TCATCACCGAGACCGAATA
Efp Mhedbi, et al. (2013)

efp R TCCTGGTTGACGAACAGC
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Nota. Amplificacion por PCR de los marcadores moleculares 16s ARNr y los genes fusA, gapA,
gyrB y efp. Fuente. Autoria Propia
Analisis de las Secuencias

Los productos de PCR del marcador 16S ARNr y de los genes multilocus (MLSA) fusA,
gapA, gyrB y efp del aislamiento 16A, fueron secuenciados por el Servicio de Secuenciacion y
Analisis Molecular (SSIGMOL) de la Universidad Nacional de Colombia. Posteriormente, las
secuencias de cada gen fueron alineadas y editadas usando el programa BioEdit V7.2 con el cual
se establecio una secuencia consenso la cual fue comparada con la base de datos del National
Center Biological Information (NCBI, 2023), utilizando el algoritmo Blastn.

Con el fin de realizar la identificacion y ubicar taxondmicamente el aislamiento
bacteriano a nivel de género y especie, se realizo una relacion filogenética comparando las
secuencias de las regiones gendmicas obtenidas (16S, fusA, gapA, gyrB y efp) mediante la
herramienta Mega X (Tamura et al., 2007). Posteriormente, se gener6 un arbol filogenético
mediante el método de Maximum Likelihood con un analisis de bootstrap de 1000 réplicas
concatenando las secuencias obtenidas de cada uno de los genes y utilizando genomas completos
o parciales (Tabla 2) de cepas de referencia del género Xanthomonas y como grupo externo se

utilizaron las secuencias de los genes correspondientes de Stenotrophomonas maltophilia.
Tabla 2

Informacion de secuencias utilizadas de los genes fusA, gapA, gyrB y efp

Grupo de Codigos del
Genes multilocus

Xanthomonas ala  grupo Accesiones del GenBank
(MLSA) y coting

que pertenece la (MLSA)
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especie segun (genomas

Constantin, etal.  completos o

(2016). parciales)
segun
Constantin, et
al. (2016) y
coting

(Harrison et

al., 2023).
LMG 941 KX171409.1
X. citri (Grupo I)
LMG 867 FJ376341.1
FJ376266.1
LMG 9325
CP002914.1
X. euvesicatoria FJ376266.1
(Grupo 1I) MH194888.1
LMG 27970
CP017190.1
Efp
KJ491312.1
CP012063.1
LMG 7455
CP012057.1
X. phaseoli (PG MK?243563.1
I11) MH194907.1
LMG 29033
CP012063.1

CP012057.1
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MH194903.1
LMG 9055
FJ376350.1
HQ590807.1
X. axonopodis
LMG 982 HQ590826.1
(Grupo 1V)
FI376304.1
CP030178.1
LMG 859
KY354123.1
CP003778.1
X citri (GrupoI)  AW12879
CP073209.1
CP030169.1
LMG 9322
CP026334.1
X. euvesicatoria
gapA LMG 27970  KM492067.1
(Grupo 1)
CP014347.1
X. phaseoli (PG LMG 29033
CP083575.1
I11)
LMG 695 CP014347.1
KM457662.1
X. axonopodis
LMG 982 MK&838482.1
(Grupo 1V)
JX013579.1
CP030166.1
LMG 859 KX679459.1
fusA X. citri (Grupo I)
CP030178.1
LMG 941 CP073209.1
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X. euvesicatoria LMG 497 CP072268.1
(Grupo 1I) LMG 9325 CP002914.1
CP083575.1
X. phaseoli (PG LMG 29033
CP012057.1
I10)
LMG 695 CP014347.1
0OK044140.1
X. axonopodis
LMG 982 KM457984.1
(Grupo 1V)
JX013568.1
CP030178.1
JQ353949.1
LMG 859
X. citri (Grupo I) CP030164.1
JQ323513.1
AW12879 CP003778.1
LMG 21894 EU015310.1
EUO015311.1
X euvesicatoria
gyrB MH194938.1
(Grupo 1I) LMG 27970
EU015325.1
EU015326.1
MK?243598.1
LMG 29033 EU015331.1
X. phaseoli (PG
CP012048.1
11))
MK?243597.1
LMG 695

EU015332.1
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EU015344.1
X. axonopodis
LMG 982 EUO015316.1
(Grupo 1V)
EU015322.1
Proyecto
secuenciacion:

Transferencia de
Secuencia de la patovares de
anotacion del genoma  Xanthomonas
de X. campestris pv. campestris a X. NCPPB 2346 NZ JAHTUKO010000068.1
passiflorae euvesicatoria, X.
scf 7096 46.contig 1 citri y X. phaseoli
basados en la
secuencia del

genoma

Nota. Secuencias utilizadas de los genes (fusA, gapA, gyrB y efp) de las diferentes especies de
Xanthomonas y la secuencia de la anotacion del genoma de X. campestris pv. passiflorae, usadas

para la construccion del arbol filogenético. Fuente. Autoria Propia

Evaluacion de efecto biocida de antibidticos, fosfitos, sulfatos de cobre y desinfectantes bajo
condiciones in vitro

Bajo condiciones in vitro se evaluaron diferentes productos que son aplicados en campo
para el control de la mancha aceitosa. Algunos de ellos tradicionales como solucion de
antibidticos, sulfato de cobre y otros alternativos como fosfitos y dioxido de cloro. El efecto

biocida de estos compuestos se evalud sobre el aislamiento 16A de proveniente de gulupa,
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mediante la inhibicion del crecimiento bacteriano. Para ello, cajas de Petri con medio agar
nutritivo fueron inoculados vertiendo sobre éstas 10 ml de una suspension bacteriana del
aislamiento 16A de Xanthomonas a una concentracion 1 x 108 células.ml™* (D.O 600nm: 0.2)
preparada en caldo nutritivo suplementado con agar bacteriolégico al 1 %. La mezcla se dejo
solidificar por 10 minutos aproximadamente sobre el agar. Posteriormente, se realizaron 6 pozos
sobre el agar inoculado usando un sacabocados estéril de un diametro de (6 mm), retirando parte
del medio sin tocar el fondo (Figura 1). En cada uno de los pozos se depositaron alicuotas de 25
pl de cada uno de los compuestos, siendo éstos la solucion de antibiéticos, fosfitos, dioxido de
cloro y sulfato de cobre a concentraciones de 0,7 g/L, 8 cc/l, 2 cc/l y0,4 g/L respectivamente,
dosis comerciales utilizadas en campo. El experimento se realizé por triplicado.

Posteriormente, las cajas fueron incubadas a 28 °C durante 24 horas y la lectura de
viabilidad de la bacteria frente a cada compuesto se realizé mediante la medicion del diametro
del halo de inhibicién del crecimiento bacteriano alrededor de cada pozo (Florez et al., 2014).

Para el disefio experimental in vitro se utiliz6 un disefio completamente al azar con 3
repeticiones, de los cuales se realiz6 una distribucion al azar de los tratamientos sulfato de cobre,
fosfitos, solucion de antibidticos (Sulfato de gentamicina + Clorhidrato de oxitetraciclina) y
dioxido de cloro, con un control positivo (Estreptomicina) y uno negativo (Agua destilada

estéril) (Figura 1).
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Figura 1

Modelo de distribucion in vitro del efecto biocida sobre el aislamiento 16A de Xanthomonas.

Nota. A) Estreptomicina, B) sulfato de cobre, C) fosfitos, D) agua destilada estéril, E) solucion

de antibidticos, F) didxido de cloro. Fuente. Autoria Propia
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Resultados y Discusién

Reconocimiento de Sintomas de la Enfermedad

La sintomatologia observada en campo correspondié foliarmente a manchas necroéticas
con aspecto aceitoso rodeadas de un halo clorético. A medida que progresaba la enfermedad las
lesiones necroticas y la clorosis se expandieron causando necrosis del tejido, conocida como
tizon. Asi mismo, se evidencio la presencia de nervaduras cloroticas en las hojas. En fruto se
presentaron manchas de aspecto humedo con centro necrético (Figura 2), lo que concuerda con
la sintomatologia descrita por Benitez et al. (2011).
Figura 2

Lesiones observadas en campo de gulupa (Passiflora edulis Sims) caracteristicas de la mancha

aceitosa

Nota. A) Manchas necroéticas de color pardo, aspecto grasoso, rodeadas de un halo clorético, que
comienzan en los bordes de las hojas y que al coalescer generan un tizén. B) Planta de gulupa

con hojas necréticas que representa un avance de la enfermedad, junto con frutos con manchas
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de aspecto aceitoso. C) Fruto de gulupa con varias manchas de color verde oscuro y con aspecto
aceitoso uniéndose unas a otras. Fuente. Autoria Propia

Para el muestreo se tomaron hojas con sintomas asociados a bacteriosis que consistieron
en manchas necraticas de color pardo, apariencia aceitosa, clorosis en el borde de la lesion,
presentando la sintomatologia desde los bordes de la hoja (Figura 3).
Figura 3

Muestra foliar de gulupa recolectada en campo

Nota. Sintomas de bacteriosis fuente del aislamiento 16A de Xanthomonas. Fuente. Autoria

Propia

Caracterizacion Morfoldgica y Bioquimica de los Aislamientos Bacterianos

A partir de las muestras foliares tomadas en campo con la sintomatologia de mancha
aceitosa se obtuvieron 18 aislamientos bacterianos (Apéndice A). Microscdpicamente, todos
correspondieron a bacilos Gram negativos (Figura 4). Morfol6gicamente las colonias presentaron
un color amarillo en YDC y asi mismo en medio YPGA y AN (Figura 5), con mayor
pigmentacion y mucosidad en medio YPGA. La forma de las colonias fue circular, con borde
liso y superficie convexa. Sin embargo, la diferencia entre estas fue la consistencia la cual fue

mucoide para las cepas 01, 02, 03, 05 y 16A.
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Figura 4

Tincién de Gram del aislamiento 16A

Nota. Bacilos cortos Gram negativos. 100x. Fuente. Autoria Propia

Figura 5

Morfologia de las colonias bacterianas del aislamiento 16A.

Nota. A) medio YPGA (extracto de levadura, peptona bacteriolégica, glucosa y agar). B) Agar

Nutritivo. 48 horas de incubacién a 28 °C. Fuente. Autoria Propia

Para el perfil bioquimico, se realizaron pruebas bioquimicas generales como, KOH 3%,
oxidasa, Hugh and Leifson, TSI, YDC y almiddn (Figura 6). De acuerdo con los resultados

obtenidos todos los aislamientos fueron bacilos cortos gram negativos, oxidasa negativa y
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presentaron una tonalidad amarilla de sus colonias en los medios de cultivo ANy YDC. Sin
embargo, presentaron diferencias en las pruebas de TSI, Hugh-Leifson, TSI e hidrdlisis de
almidon, lo que permitio clasificarlos en dos grupos. Presentando dos perfiles, aquellos que
presentaron un perfil de bacterias entéricas, anaerobia facultativa e hidrolisis de almidén
negativa, perfil que corresponde con el género Pantoea y otro que correspondio a bacterias
aerobia estricta, no fermentadoras de azUcares y que, si hidrolizaban el almidén, perfil que
corresponde con el género Xanthomonas (Tabla 3 y Figura 6).

Los aislamientos 01, 02, 03, 05 y 16A obtenidos de hojas de gulupa con sintomas de
mancha aceitosa presentaron el perfil morfol6gico y bioquimico caracteristico de Xanthomonas
sp., mientras que los aislamientos 04A, 06, 07B, 08, 09, 10, 13, 14, 15, 17, 19, 20, 21
correspondieron al género Pantoea spp. (Tabla 3) de acuerdo con el perfil bioquimico

establecido por Schaad (2001).



Tabla 3

Resultados de pruebas bioquimicas

42

Aislamiento Produccion KOH Hidrdlisis Oxidasa Hugh and Fermentacion YPGA
de 3%  de Leifson de glucosay  (Pigmentos
pigmentos almidon anaerobia lactosa (TSI) amarillos 'y
amarillos facultativa mucoides)
YDC (O/F")
aerobia estricta
(O'/F)
01 + + + O"/F - +
02 + + + O"/F - +
03 + + + O"/F - +
04A + - - O'/F" - -
05 + + + O'/F - +
06 - + - O'/F" - -
07B + + - O'/F* + -
08 - + - O'/F* + -
09 - + - O'/F* + -
10 - + - O'/F* + -
13 + + - O'/F" + -
14 + + - O'/F* + -
15 + + - O'/F" + -
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16A + + O'/F -
17 + + O'/F" +
19 - + O'/F" +
20 - + O'/F" +
21 - + O'/F" +

Nota. Resultados pruebas bioquimicas de los aislamientos obtenidos de hojas con sintomas de

mancha aceitosa. Fuente. Autoria Propia

Figura 6

Crecimiento caracteristico del género Xanthomonas sp. obtenido en algunos medios de cultivo

con los aislamientos bacterianos provenientes de hojas con sintomas de mancha aceitosa.

Nota. A) crecimiento bacteriano con pigmentacion amarilla en medio YDC, B) Crecimiento
mucoide y con pigmento amarillo en medio YPGA, C) Formacion de halo alrededor del

crecimiento bacteriano por hidrdlisis del almidon. Fuente. Autoria Propia

Pruebas de Patogenicidad

Los ensayos se realizaron bajo invernadero, en plantas de gulupa de tres meses de edad

mantenidas bajo condiciones ambientales promedio de humedad relativa entre 60-95% y

temperatura 20-25 °C.
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Al realizar la inoculacién con el aislamiento 16A, se reprodujeron los mismos sintomas
que presentaron las hojas de las plantas en campo, como manchas necroticas de color pardo,
aspecto grasoso, rodeadas de un halo clorético, que al coalescer generaban un tizén. Los
sintomas fueron visibles luego de 2 dias de inoculacion en las hojas més jovenes (Figura 7, A) y
en las mas adultas luego de 3 dias. Posteriormente se presento clorosis en los puntos de
inoculacion (Figura 7. B y C) tornandose aceitosos (Figura 7. D) y necroticos (Figura 7. E, F, G).
A partir del dia 14 posterior a la inoculacién (Figura 7. G) el progreso de los sintomas se detecto
en todas las hojas de la planta de manera uniforme. Por otro lado, el aislamiento 7B no reprodujo
sintomas, unicamente se perciben lesiones mecanicas que se generaron al momento de realizar la
infiltracion, por lo cual resulto no ser patogénico (Figura 7, J y K).

El avance de la enfermedad asociado con el progreso de los sintomas coincidié con lo
reportado por Benitez et al., 2011, presentandose a partir del dia 2 posterior a la inoculacion e
inicio de la clorosis desde el dia 4, lo que corresponde al estado 1 y estado 2 de acuerdo con la
escala sugerida por Benitez et al. (2011). La sintomatologia tipica de la enfermedad como
manchas necroticas con aspecto aceitoso (estado 3 - estado 4, correspondientes a la escala
mencionada) se observaron desde el dia 8 y para los de hojas maduras hasta el dia 10 pos-
inoculacion (Figura 7). Ademas, se observo el desprendimiento de hojas por el peciolo desde el

dia 16.
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Figura7

Sintomatologia observada en las pruebas de patogenicidad con el aislamiento 16A y 7B en hojas

de gulupa (Passiflora edulis Sims).
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Nota. Aparicion de manchas necroticas de color pardo claro, de aspecto aceitoso para el
diaD) 8, E) 10, F) 12, y G) 14 posterior a la inoculacion. Hojas infiltradas con el aislamiento 7B
que no desarrollaron sintomas al dia J) 1 y k) 15. La concentracion de la suspension bacteriana
inoculada fue 1x108 UFC/ml (D.O 600:,m=0,2.) para los aislamientos 16A y 7B. Tratamiento
(control): infiltracion con agua destilada estéril, demostrando ausencia de sintomas al diaH) 1y
I) 15, posterior a la inoculacion. Fuente. Autoria Propia

Estos resultados permitieron clasificar al aislamiento 16A como patogénico ya que
reprodujo los sintomas caracteristicos de la enfermedad mancha aceitosa producida por
Xanthomonas en las plantas inoculadas.

Se observé en los sintomas evaluados con la escala disefiada por Benitez et al. (2011) la
presencia de clorosis y manchas necroticas de color pardo, con bordes de aspecto aceitoso que
llevaban al desprendimiento de la hoja por el peciolo a medida que aumentaba la severidad de la
enfermedad. Esto corrobora la correcta seleccion de los aislamientos, el método de inoculacion y
evaluacion de los sintomas al lograr reproducir la enfermedad. Aspectos que coinciden con los
resultados reportados por otros autores como Uribe (2017).

Pruebas Moleculares

Se realizd la extraccion de ADN total de tres aislamientos (4A, 7B y 16A) obtenidos de
hojas de gulupa. Se seleccionaron aislamientos que cumplian con el perfil morfoldgico,
bioquimico y patogénico del agente causal de la mancha aceitosa y también otros que no fueron
patogénicos y que presentaron el perfil de bacteria entérica. Se realizd la confirmacién molecular
de éstos mediante la amplificacion por PCR del gen 16S ARNI, el cual gener6 un producto de
aproximadamente 995 pares de bases (pb) (Figura 8). El anélisis de las secuencias obtenidas

permitio establecer que el aislamiento 16A presentd una identidad que corresponde con un
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88.79% con secuencias reportadas para el género Xanthomonas. Las secuencias de los
aislamientos 4A y 7B presentaron identidad con el género Pantoea con un 95% y 90%
respectivamente, segun la base de datos disponible en el Genbank usando el algoritmo Blastn.
Figura 8

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de los productos de PCR del gen 16S

Aislamiento 4A Aislamiento 7B Aislamiento 16A

N DB EDNDEHOEDOEDDOOA AR,
——

995 pb — — - - - G GED GED G GED D GNP e
600 pb

100 pb

Nota. Amplificacion del gen 16S ARNr (995 pb), de los aislamientos bacterianos obtenidos de
hojas de gulupa (Passiflora edulis S.) con la sintomatologia de mancha aceitosa. M, Marcador de
peso molecular de 100 pb; carriles 1 al 14 producto de PCR de 995 pb obtenido de los

aislamientos bacterianos (4A, 7B, 16A); BL, Blanco de reaccion. Fuente. Autoria Propia

Para la confirmacion molecular de la especie de Xanthomonas que correspondia al
aislamiento 16A se trabajo con cuatro marcadores multilocus, de los cuales se obtuvieron los
siguientes productos de amplificacion: fusA (800 pb), gapA (900 pb), gryB (600 pb) y efp (445

pb) (Figura 9).
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Figura 9
Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de los productos de PCR obtenidos para el aislamiento

16A con los multilocus fusA, gyrB, gapA, efp

M fusA BL gyrB BL gapA BL efp

600 pb

100 pb

Nota. Productos de amplificacion. M, Marcador de peso molecular de 100 pb; BL, Blanco de
reaccion. Fuente. Autoria Propia

De acuerdo con nuestros resultados, los productos de PCR obtenidos para el caso de fusA,
gapA 'y gyrB, fueron de un tamario diferente a los reportados por Almeida et al. (2010), (Tabla 4).
No obstante, se hizo una comparacién de las secuencias obtenidas de cada uno de los productos

amplificados y se confirmd su correspondencia con el gen de intereés.

Para el andlisis filogenético se seleccionaron las secuencias obtenidas de cada uno de los
genes amplificados del aislamiento 16A, los cuales fueron comparados de manera individual con
las secuencias de cepas de referencia del género Xanthomonas reportadas por Constantin et al.
(2016) (tabla 4) y (Figura 10, Figura 11, Figura 12, Figura 13, Figura 14) y de manera
concatenada (Figura 15) con las secuencias reportadas por Constantin et al. (2016) y ademas con

la secuencia originada de la anotacion del genoma de Xanthomonas campestris pv. passiflorae
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(NCPPB 2346), sinonimo de X. axoponopis pv. passiflorae, que de acuerdo con Harrison et al.

(2023), hoy corresponde a X. phaseoli pv. passiflorae.

En estudios previos (Pereira 1969; Gongalves y Rosato 2000; Benitez 2011) reportaron
que las cepas de Xanthomonas aisladas de pasifloras pertenecian a las especies X. axonopodis 0
X. campestris. Posteriormente, resultados filogenéticos desarrollados con las secuencias de los
genomas de cepas de referencia del género Xanthomonas, evidencio que los aislamientos
provenientes de pasifloras pertenecen al patovar passiflorae dentro de la especie X. phaseoli
(Harrison et al., 2023). Este autor a través de la comparacion de genomas encontr6 que el patovar
passiflorae presentaba una identidad promedio nucleotidica (ANI) del 93,42% con X.
axonopodis y un 98,16% con X. phaseoli, siendo mayor con esta Gltima especie. De acuerdo con
estos resultados y el analisis filogenético realizado en este trabajo, se sugiere que el aislamiento

16A corresponde a la bacteria X. phaseoli pv. passiflorae.



Tabla 4

Genes y accesiones del género Xanthomonas
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Accesiones
Genes Longitud Longitud  Grupos de de referencia
multilocu  de de Xanthomonas (Constantin,
Accesiones Porcentaje
S secuencia secuencia  segun etal.,2016) y
) GenBank similitud
(MLSA) esperado  obtenido  Constantin, et al. cOtng
ycoting  (pb) (pb) (2016) (Harrison et
al., 2023).
X citri LMG 941 KX171409.1 98.73%
(Grupo ) LMG 867 FJ376341.1 98.73%
FJ376266.1
LMG 9325 98.42%
CP002914.1
X. euvesicatoria FJ376266.1
(Grupo II) MH194888.1
LMG 27970 98.42%
Efp 445 445 CP017190.1
KJ491312.1
CP012063.1
LMG 7455 99.37%
CP012057.1
X. phaseoli
MK243563.1
(PG 1II)
LMG 29033 MH194907.1 99.37%

CP012063.1
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CP012057.1
MH194903.1
LMG 9055 99.37%
FJ376350.1
HQ590807.1
X. axonopodis
LMG 982 HQ590826.1  99.06%
(Grupo 1V)
FJ376304.1
LMG 859 CP030178.1
83.05%
KY354123.1
X citri CP003778.1
AW12879 83.05%
(Grupo 1) CP073209.1
CP030169.1
LMG 9322 83.05%
CP026334.1
X euvesicatoria
gapA 444 900 LMG 27970  KM492067.1 82.20%
(Grupo II)
CP014347.1
X. phaseoli LMG 29033 83.47%
CP083575.1
(PG III)
LMG 695 CP014347.1  83.47%
KM457662.1
X. axonopodis
LMG 982 MK&838482.1  79.04%
(Grupo 1V)
JX013579.1
CP030166.1
X citri
fusA 591 800 LMG 859 KX679459.1  93.33%
(Grupo 1)

CP030178.1
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LMG 941 CP073209.1  93.58%
X. euvesicatoria  LMG 497 CP072268.1  95.31%
(Grupo II) LMG 9325 CP002914.1  95.31%
X. phaseoli CP083575.1
LMG 29033 95.06%
(PG III) CP012057.1
LMG 695 CP014347.1  95.06%
0OK044140.1
X. axonopodis
LMG 982 KM457984.1 95.31%
(Grupo 1V)
JX013568.1
CP030178.1
JQ353949.1
X citri LMG 859 83.72%
CP030164.1
(Grupo )
JQ323513.1
AW12879 CP003778.1  83.72%
LMG 21894  EU015310.1  84.25%
gvrB 411 600 EUO015311.1
X euvesicatoria
MH194938.1
(Grupo 1) LMG 27970 84.25%
EU015325.1
EU015326.1
MK?243598.1
X. phaseoli
LMG 29033  EUO015331.1 84.78%
(PG III)

CP012048.1
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MK?243597.1
LMG 695 84,78%
EU015332.1

EU015344.1
X. axonopodis
LMG 982 EU015316.1  84.96%

(Grupo 1V)
EU015322.1

Secuencia
de la Proyecto
anotacion secuenciacion:
del Transferencia de
genoma patovares de
de X. Xanthomonas NZ JAHTU
campestri 8000 pb campestrisaX.  NCPPB 2346 K010000068. 99.26%
S pv. euvesicatoria, X. 1
passiflora citriy X.
e phaseoli basados
scf 7096 en la secuencia
_46.conti del genoma
g1

Nota. Informacion utilizada del género Xanthomonas en el analisis de las secuencias y porcentaje

de similitud. Fuente. Autoria Propia



Figura 10

Arbol filogenético con las secuencias del gen 165 ARNr

Xanthomonas phaseoli pv. dieffenbachiae strain F2 165 (Glll)
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli strain KASK 1178 18S (Glll)
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis strain ICMP 8637 165 (Glll)
Xanthomonas axonopodis strain MadaFrogSkinBac DB-.101 165 (GIV)
Xanthomaonas citri pv. mangiferaeindicae gene for 165 rRNA partial sequence strain: XcM2923 (GI)
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli strain BR2-1 165 (Glll)
Xanthomonas euvesicatoria strain NEP XCV09 165 (GIl)
Xanthomonas axonopodis strain THKL1 16S (GIV)

Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli strain Ca.Ko.2a 165 (Glll)
Xanthomonas campestris pv. phaseoli gene for 165 NEP XCV (Glll)
Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae strain Xcm3 165 (GI)
Xanthomonas citri pv. mangiferaeindicae 165 (Gl)

Xanthomonas euvesicatoria pv. citrumelonis strain EP168 16S (GlI)
Xanthomonas euvesicatoria strain T15 165 (GlI)

Xanthomonas euvesicatoria pv. citrumelonis strain EP70 185 (Gl)
Xanthomonas axonopodis pv. commiphoreae strain LMG26789 (GIV)
Xanthomonas isolate 16A

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria str. 85-10 (Gll)
Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum strain NCPPB 796 (GIV)
Xanthomonas phaseoli pv. passiflorae strain NCPPB2346

e £ Xanthomonas axonopodis pv. Syngonii strain LMG3055 16S (Glll)
Xanthomonas citri pv. punicae strain LMG 858 (Gl)
S Xanthomonas citri pv. malvacearum strain HD-1 (GI)
12 Xanthomonas axonopodis pv. syngonil strain X181 16S (Gll)
15 Xanthomonas axonopodis Xac28-1 (GV)

Xanthomonas citri pv. punicae strain xB 165 (GI)
Xanthomonas axonopodis pv. citrumelo strain F1 185 (Gl)
Stenotrophomonas maltophilia strain ATCC 19861 165 ribosomal RNA

Nota. MEGA X. Maximum Likelihood. Bootstrap: 1000 réplicas. Output: Stenotrophomonas
maltophilia. Fuente. Autoria Propia

Figura 11.

Arbol filogenético con las secuencias de multilocus fusA.

_13: Xanthomonas euvesicatoria pv. alfalfae strain CFBP3836 (Gll)
Xanthomonas axonopodis pv. rosa strain R07 (GIV)

% _: Xanthomonas axonopodis pv. citrumelo F1 (Gll)

15 Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola strain X1144 (GIV)
Xanthomonas axonopodis translation elongation factor G (fusA) (GIV)
[ Xanthomonas phaseoli pv. manihotis strain CHNO1 (GIll)

50 L——— Xanthomonas phaseoli pv. dieffenbachiae LMG 635 (Glll)
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli strain 1ISO38C12 (Glll)

2 |_': Xanthomonas citri pv. mangiferaeindicae strain GXGO7 (Gl)
89 Xanthomonas citri pv. punicae strain Xap1 (Gl)
_98: Xanthomonas isolate 16A
Xanthomonas phaseoli pv. passifiorae strain NCPPB2346
100 _: Xanthomonas citri pv. punicae strain LMG7504 (Gl)
99 Xanthomonas citri pv. punicae strain LMG 859 (GI)

Stenotrophomonas maltophilia strain ATCC 19861 165

Nota. MEGA X. Maximum Likelihood. Bootstrap: 1000 réplicas. Output: Stenotrophomonas

maltophilia. Fuente. Autoria Propia
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Figura 12

Arbol filogenético con las secuencias de multilocus gapA.

24 Xanthomonas citri pv. punicae strain LMG 859 (GI)
5t —: Xanthomonas citri pv. punicae strain BD0025 (Gl)
65 ———————— Xanthomonas citri pv. punicae strain Xap82 (Gl)
i —: Xanthomonas euvesicatoria strain ICMP3381 (GIl)
93 Xanthomonas axonopodis pv. rosa (GIV)
99 — Xanthomonas axonopodis pv. begoniae strain LMG7303 (GIV)

88 ——— Xanthomonas axonopodis pv. begoniae GapA (GIV)
Xanthomonas isolate 16A

472‘: Xanthomonas citri subsp. citri Aw12879 (Gl)
Xanthomonas citri pv. glycines strain EB08 (GI)

95 —— Xanthomonas phaseoli pv. dieffenbachiae LMG 635 (GIll)
56 _: Xanthomonas phaseoli pv. passiflorae strain NCPPB2346
34 Xanthomonas phaseoli pv. manihotis strain CHNO1 (GlIIl)

Stenotrophomonas maltophilia strain ATCC 19861 165

Nota. MEGA X. Maximum Likelihood. Bootstrap: 1000 réplicas. Output: Stenotrophomonas
maltophilia. Fuente. Autoria Propia

Figura 13

Arbol filogenético con las secuencias de multilocus gyrB

30 Xanthomonas citri pv. punicae strain LMG 859 (Gl)
kad Xanthomonas citri pv. punicae strain LMG7439 (Gl)
97 Xanthomonas axonopodis pv. punicae strain Xap54 (Gl)

7 Xanthomonas axonopodis pv. punicae culture-collection ITCC (GI)
Kanthomonas citri subsp. citri Aw12879 (Gl)
Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae strain LMG 532 (Glll)
Xanthomonas axonopodis pv. spondiae strain CFBP 2547 (GIV)
Xanthomonas axonopodis pv. begoniae strain LMG 551 (GIV)
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli strain ISO18C2 (Glll)
Xanthomonas phaseoli pv. dieffenbachiae strain LMG 12740 (GIll)
Xanthomonas phaseoli pv. dieffenbachiae strain LMG 12738 (Glll)
Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae strain LMG 12737 (Glll)
Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelo strain JJ238-28 (GII)
Xanthomonas axonopodis py. alli strain CFBP 6107 (Gll)
Xanthomonas axonopodis pv. allii strain CFBP 6367 (Gl)
Kanthomonas euvesicatoria strain LMG 12748 (Gll)
Xanthomonas axonopodis pv. coracanae strain LMG 686 (Gll)

73

—— Xanthomonas axonopodis pv. cassiae strain LMG 675 (GIV)
51 L—— Xanthomonas phaseoli pv. passifiorae strain NCPPB2346
Xanthomonas isolate 16A

Stenotrophomonas maltophilia strain ATCC 19861 165

Nota. MEGA X. Maximum Likelihood. Bootstrap: 1000 réplicas. Output: Stenotrophomonas

maltophilia. Fuente. Autoria Propia

56
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Figura 14

Arbol filogenético con las secuencias de multilocus efp.

15 Xanthomaonas phaseoli pv. dieffenbachiae strain LMG 12738 (Glll)
b Xanthomonas phaseoli pv. syngonii strain ICMP3155 (GIll)
Xanthomonas phaseoli pv. syngonii strain LC159 (Gl
Xanthomonas axonopodis pv. syngonii strain LMG 8055 (Glll)
56 ——————— Xanthomonas axonopodis pv. begoniae strain CFBP1421 (GIV)

Xanthoronas citri pv. mangiferaeindicae strain LL322 (GI)
41 &1 E Xanthormonas citri pv. sesbaniae strain LMG 867 (GI)
70 Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii strain CFBP2866 (GIV)

Xanthomonas axonopodis pv. allii strain LMG 25310 (Gll)
35 % Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis strain JJ238-28 (Gll)
43 Xanthomonas axonopodis pv. cyamopsidis strain LMG 631 (GIV)
Xanthomonas euvesicatoria strain JVa18 (Gll)
Xanthomonas citri pv. mangiferaeindicae strain GXG07 (Gl)
99 — Xanthomanas axonopodis pv. citrumelo F1 (Gll)

100 L Xanthomonas campestris pv. vesicatoria str. 85-10 (Gll)
- i‘: Xanthomonas isolate 16A
Xanthomonas phaseoli pv. passifiorae strain NCPPB2346
76 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli strain ISO18C8 (Glll)
—1

Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli strain IS098C12 (GIll)
Stenotrophomonas maltophilia strain ATCC 18861 165

Nota. MEGA X. Maximum Likelihood. Bootstrap: 1000 réplicas. Output: Stenotrophomonas
maltophilia. Fuente. Autoria Propia

Figura 15

Arbol filogenético obtenido del analisis de las secuencias nucleotidicas parciales concatenadas

de los genes 168, fusA, gapA, gyrB y efp

Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola strain X1144 (PG IV)
Xanthomonas axonopodis pv. citrumelo F1 (PG Il)
Xanthomonas axonopodis translation elongation factor G (PG V)
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (PG Il)
Xanthomonas axonopodis pv. rosa strain R07 (PG V)
Xanthomonas euvesicatoria pv. alfalfae strain CFBP3836 (PG Il)
Xanthormonas phaseoli pv. dieffenbachiae LMG 685 (PG Ill)
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis strain CHNO1 (PG Ill)
Xanthomonas citri pv. glycines strain EBOB (PG )
Xanthomonas citri pv. mangiferaeindicae strain LL322 (PG 1)
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli strain ISO18C8 (PG Ill)
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli strain ISO88C12 (PG Ill)
[— Xanthomonas campestris pv passiflorae strain NCPPB 2346

52 L— Xanthomonas isolate 16A

37 Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae strain LMG 532 (PG lll)
10 Xanthomonas phaseoli pv. syngonii strain LC159 (PG IIl)

Xanthomonas axonopodis pv. begoniae strain CFBP1421 (PG IV)

34 Xanthomonas axonopodis pv. spondiae strain CFBP2547 (PG IV)
n Xanthomonas axonopodis pv, aurantifolii strain CFBP2866 (PG IV)

30 Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis strain JJ238-28 (PG Il)

Xanthomonas axonopodis pv. allii strain LMG 25810 (PG Il)

70 Xanthomonas axonopodis pv. coracanae strain LMG 686 (PG Il)

63 Xanthomonas axonopodis pv. cassiae strain LMG 675 (PG V)

— Xanthomonas citri pv. punicae strain LMG 858 (PG I)
100 “— Xanthomonas citri pv. seshaniae strain LMG 867 (PG I)
[— Xanthomonas euvesicatoria strain T0318-01 (PG Il)

99 L—— Xanthomonas citri subsp. citri Aw12879 (PG |)
Stenotrophomonas maltophilia ATCC

27
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Nota. Secuencias analizadas con las de cepas de referencia del genero Xanthomonas reportadas
por Constantin et al. (2016) y con la secuencia originada de la anotacion del genoma de
Xanthomonas campestris pv. passiflorae (NCPPB 2346). MEGA X. Maximum Likelihood.

Bootstrap: 1000 réplicas. Fuente. Autoria Propia.

Evaluacion de Efecto Biocida de Solucion a Base de Antibioticos, Fosfitos, Sulfatos de
Cobre y Desinfectantes Bajo Condiciones In Vitro

Bajo condiciones in vitro se evaluaron los productos a base de antibi6ticos, fosfitos,
sulfatos de cobre y desinfectantes. Para ello se utilizd el reactivo estreptomicina control positivo
(Figura 16, A) y agua destilada estéril como control negativo (Figura 16, D), obteniendo un total
de seis productos a evaluar por caja, uno en cada pozo. Luego de 24 horas de incubacion, el
tratamiento sulfato de cobre y la solucién a base de los antibi6ticos (Gentamicina +
Oxitetraciclina) generaron un halo de inhibicion del crecimiento bacteriano de 1 cm de diametro.
Figura 16
Evaluacion del efecto biocida de diferentes compuestos sobre el crecimiento de la cepa X.

phaseoli pv. passiflorae 16A

Caja 1
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Nota. Medicion del didmetro de inhibicidn del crecimiento bacteriano en placas de AN. A)
Estreptomicina, 200 ppm, B) sulfato de cobre, 0,4 g/L, C) Fosfitos, 8 cc/L, D) agua destilada
estéril, E) solucion de antibidticos (Gentamicina + Oxitetraciclina) 0,7 g/L, F) dioxido de cloro, 2
cc/L. Fuente. Autoria Propia.

De tal forma que se puede decir que se obtuvo una respuesta inhibitoria del crecimiento
bacteriano de la cepa X. phaseoli pv. passiflorae 16A proveniente de gulupa, en un rango de
concentraciones de solucion de antibidticos (Gentamicina + Oxitetraciclina) desde 0,7 g/L hasta
0,8 g/L (Figura 16, E). Resultados similares de inhibicion a los obtenidos en el tratamiento con la
solucion de antibidticos bajo condiciones in vitro han sido reportados por autores como Lopez y
Castafio (2011) a partir de aislamientos bacterianos de Pseudomonas spp. provenientes de cultivo
de tomate de arbol (Solanum betaceum). La misma solucion de antibidticos (Gentamicina +
Oxitetraciclina) disminuyd la poblacién bacteriana de Pseudomonas sp. con un halo de
inhibicidn del crecimiento bacteriano de 1,40 cm de didmetro incubado a 27 °C por 24 horas en
dosis de 0,8 g/L. Asi mismo, Trujillo (2020), obtuvo un halo de inhibicion del crecimiento
bacteriano de Xanthomonas arbicola pv. juglandis de 1,46 cm diametro, incubando a 28 °C por
48 horas en dosis de 0,6 g/L.

Los antibioticos utilizados en este estudio tienen como ingrediente activo Sulfato de
gentamicina + Clorhidrato de oxitetraciclina, dos antibi6ticos generalmente usados para el
control de bacterias fitopatdgenas, de ahi su alta efectividad. Hinojosa (2017), reportd las
propiedades antibioticas de Gentamicina + Oxitetraciclina, siendo inhibidor de crecimiento
bacteriano al interferir en la sintesis de proteinas y como antibiotico bacteriostatico actuando
sinérgicamente. En campo cuando son aplicados, los antibioticos ingresan a la planta a través del

xilema y posteriormente se da su paso hacia los 6rganos aéreos que son los mas afectados por la
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bacteria. Por lo tanto, a partir de los resultados obtenidos de este ensayo realizado con el
aislamiento de X. axonopodis proveniente de gulupa, la solucion de antibiéticos (Gentamicina +
Oxitetraciclima) puede ser utilizado para el manejo de mancha aceitosa en campo a una
concentracion de 0,7 g/L (evaluada in vitro) (Figura 16, E) ya que al ser un producto sistémico
puede ser utilizado con fines curativos (Edifarm, 2019), lo cual muestra el potencial para ser
incorporado en estrategias de manejo de la mancha aceitosa de la gulupa en campo.

Para el caso del sulfato de cobre, los resultados obtenidos (Figura 17) son comparables a
los reportados por Quezado et al. (2003), quien evalud in vitro el sulfato de cobre obteniendo un
efecto inhibitorio de X. axonopodis a partir de 0,2 g/L incubado a 28 °C por 48 horas, aunque fue
una dosis un poco mas baja a la evaluada en este estudio (0,7g/L) nuestros resultados son
igualmente satisfactorios. Asimismo, Trujillo (2020) obtuvo con sulfato de cobre un control
efectivo de la bacteria X. arbicola, inhibiendo su crecimiento a 28 °C por 24 horas a una dosis de
1,20 g/L y Moya, et al. (2018) mencionan que el sulfato de cobre pentahidratado logro inhibir el
crecimiento in vitro de aislamientos de X. arbicola pv. juglandis a 25 °C en 48 horas,
presentando mas susceptibilidad a concentraciones cercanas a 1.18 g/L. Por lo tanto,
considerando las concentraciones de sulfato de cobre efectivas reportadas para el control de
diferentes especies de Xanthomonas y teniendo en cuenta la dosis encontrada como efectiva in
vitro en este trabajo (Figura 17), se puede decir que concentraciones entre 0,7 g/L a 1,18 g/L.

podrian ser evaluadas en campo para el control de la mancha aceitosa en gulupa.
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Figura 17

Halos de inhibicién del crecimiento de la cepa X. phaseoli pv. passiflorae 16A

Nota. Placas de AN expuesto a diferentes concentraciones de Sulfato de Cobre (B-G) A)
estreptomicina, 200 ppm, B) 0,4 ¢g/L, C) 0,5 ¢/L, D) 0,6 ¢g/L, E) 0,7 ¢g/L, F) 0,7.5 g/L,, G) 0,8 g/L,

H) agua destilada estéril. Fuente. Autoria propia

Se reporta que el cobre tiene un efecto bactericida al generar un dafio en las membranas y
en sus proteinas que inhiben su reproduccién (Moya et al., 2018). Por lo tanto, este elemento
puede ser utilizado para el control de manchas foliares generadas por bacterias como es el caso
de la bacteriosis en gulupa. Al respecto, Montoya et al. (2013), reportd su uso para el control de
bacteriosis en maracuya ocasionadas por X. axonopodis pv. passiflorae mediante la inmersion de
plantulas hasta la raiz en una concentracion de 1,2 g/L por 30 minutos, obteniendo una reduccion
considerable del porcentaje de la severidad en campo. Por lo tanto, puede ser usado como
tratamiento preventivo al realizar la aplicacion en las raices antes de la aparicion de la
enfermedad.

Con respecto a los fosfitos, estos han sido utilizados para el manejo de diversas

enfermedades en plantas ya sea de manera directa actuando sobre el patdgeno o de manera
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indirecta actuando como bioestimulantes, induciendo los mecanismos de defensa en las plantas
aun en ausencia del patogeno (Eshraghi et al., 2011). El efecto directo puede explicarse ya que
los fosfitos son derivados del acido fosforoso, molécula que interrumpe el metabolismo del
patogeno, generando una competencia en diversas rutas metabdlicas como ATP, ADP y AMP
(Diaz et al., 2011). Y el efecto indirecto de los fosfitos se fundamenta en que el fosforo en forma
de ion fosfito causa una respuesta hipersensitiva en la planta activando respuestas de defensa que
limitan el crecimiento del patégeno (Yarez et al., 2018).

No obstante, el efecto directo de los fosfitos ha sido reportado principalmente como
fungicida actuando sobre hongos patogenos inhibiendo el crecimiento micelial y la germinacion
de esporas, y como bactericida afectando su estructura, crecimiento y reproduccién (Yafez et al.,
2018). El mismo autor afirma que el efecto ha sido mejor como fungicida que bactericida,
aunque los fosfitos se reportan como alternativa para el manejo de enfermedades, la eficacia de
los fosfitos en el control de organismos fitoparasitos varian dependiendo del i6n unido al fosfito,
el método de aplicacidn, el organismo patdgeno y la planta hospedante.

Por lo tanto, la ausencia de inhibicion del crecimiento de la cepa X. phaseoli pv.
passiflorae 16A obtenido en este trabajo, puede ser explicada por el tipo de evaluacion directa
que se hizo de los fosfitos sobre la bacteria en condiciones in vitro. Sin embargo, en campo
posiblemente la accidn de estos compuestos sea indirecta, actuando como inductor de resistencia
en las plantas de gulupa al entrar en contacto con las células del tejido vegetal. Asi mismo, es
posible que esta respuesta de resistencia de la bacteria a los fosfitos in vitro, dependa de cambios
a nivel gendmico que influyan en la resistencia a este compuesto (Yafez et al., 2018).

Con respecto a los resultados obtenidos con el didxido de cloro, este compuesto tampoco

gener0 inhibicién de crecimiento bacteriano en el ensayo planteado (Figura 16, F). No obstante,
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Singh (2002) menciona que el diéxido de cloro puede tener minimas reducciones de las
poblaciones bacterianas tanto a bajas (50 mg/L) como altas (200 mg/L) concentraciones con una
eficacia limitada, de la cual puede tener una respuesta positiva tanto como negativa por parte del
patogeno. Mufioz et al. (2013) menciona que las desventajas del compuesto se basan es su
volatilidad y sensibilidad a la luz, lo cual puede incidir en el efecto del dioxido de cloro
obtenidos en este ensayo.

Por otra parte, se han visto efectos positivos en otras bacterias como lo menciona
Ramirez et al. (2014), quienes ejecutaron pruebas de inhibicion in vitro de didxido de cloro sobre
Dickeya sp, obteniendo inhibicién total de la bacteria, desde una concentracion de 30 mg/L hasta
50 mg/L. Asi mismo, se ha reportado un efecto bactericida del dioxido de cloro sobre Ralstonia
solanacearum proveniente de cultivos de banano tanto en ensayos in vitro e in planta (Mufioz et
al., 2013). Para el caso de enfermedades generadas por X. campestris pv. vesicatoria se ha
demostrado que funciona como desinfectante en la corteza de la fruta.

El dioxido de cloro ha sido utilizado comunmente en solucion acuosa con una accion
fungicida y bactericida a bajas concentraciones. Como bactericida, la molécula entra en contacto
con la bacteria a bajas concentraciones, penetra a través de la membrana celular, inhibe su
respiracion, la sintesis de proteinas y su actividad enzimatica desencadenando la muerte celular
(Aurrecoechea et al., 2006). Se reporta que la aplicacion de didxido de cloro es eficaz ya que
adicional a su accion directa sobre el patdgeno, no genera residuo toxico y es amigable con el
ambiente, ademas de ser un producto econdémico, aportando a una produccion rentable y libre de
enfermedades (Mufioz, 2020).

Aunque en nuestro trabajo no se detectd un efecto sobre X. phaseoli pv. passiflorae

posiblemente en campo la aplicacion de fosfitos y didxido de cloro como preventivo podria



actuar como inductor de resistencia sistémica previniendo la infeccion y multiplicacion del

patogeno.
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Conclusiones

La sintomatologia asociada con la mancha aceitosa en gulupa se caracteriza por manchas
necroticas de color pardo de bordes con aspecto aceitoso acompafiados de clorosis que se
expanden causando la manifestacion de una mancha aceitosa sobre el tejido afectado.

El sulfato de cobre y antibiodticos (Gentamicina + Oxitetraciclina) inhibieron
efectivamente el crecimiento X. phaseoli pv. passiflorae en condiciones in vitro a una
concentracion de 0,7 g/L en ambos casos, siendo prometedores para el manejo de la bacteriosis
en gulupa.

Mediante el uso de los marcadores MLSA se sugiere molecularmente que los
aislamientos bacterianos obtenidos de cultivos de gulupa de Venecia con sintomas de mancha

aceitosa, corresponden a X. phaseoli pv. passiflorae.
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Perspectivas
Asociar los resultados obtenidos en condiciones in vitro con los experimentos en campo
utilizando los mismos productos evaluados para el control de la mancha aceitosa de la gulupa.
Utilizar un mayor nimero de marcadores MLSA e incluir en el analisis nuevas
secuencias producto del proyecto de secuenciacion del genoma de Xanthomonas campestris pv.

passiflorae, que puede contribuir a la reclasificacion de especies de Xanthomonas.
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Apéndice
Apéndice A
Registro fotografico del material vegetal muestreado y de los aislamientos bacterianos

obtenidos.

Codigo  Muestreo en campo Fotos de recoleccion ~ Fotos en Caja
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