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HEREDABILIDAD DEL FACTOR DE AVIRULENCIA DE UNA CEPA DE Venturia inaequalis (CKE.) WINT.
SOBRE EL CULTIVAR DE MANZANO (Malus x domestica Borkh.) GOLDEN DELICIOUS

FRANCISCO DANIEL HERNANDEZ CASTILLO. Departamento de Parasnologxa Universidad Auténoma
Agraria "Antonio Narro", Buenavista, Saltillo, Coah., LUCIANA PARISI Estacion de Patologia Vegetal del
LN.R.A. de Angers, Francia y ¥VES 'LESPINASSE, Estacion de Arboricultura Fruta] del lNRA de Angers,

Francia. -

RESUMEN . s e mlg o ARG
Hernidndez, C.F.D., Parisi L. y Lespinasse Y. 1994. Heredabilidad del factor de avirulencia de una cepa de
Venturia inaequalis (Cke.) Wint. sobre el cultivar de manzano (Malus x domestica Borld:. ) Golden Dehaous
Revista Mexicana de Fitopatologia 12(1)31-34.

Se realizaron cruzamientos entre cepas de Venturia inaequalis virulentas por avirulentas al cultivar de manzano
(Malus x domestica Borkh.) Golden Delicious. Los pseudotecios con ascas y ascosporas maduras de cada cruza
se obtuvieron en discos de hoja de manzano inoculados con una mezcla de conidios y micelio de dos cepas del
hongo; los discos de hoja se colocaron sobre agar y se mantuvieron a 8°C por 140 dias. Se inocularon 45
aislamientos manoascoporicos obtenidos del cruzamiento 104 x 147 (virulento por avirulento) en plantulas de
manzano progenie de los cultivares susceptibles Golden Delicious por Granny Smith. veintitres aislamientos
indujeron los sintomas de la enfermedad y 22 aislamientos fueron avirulentos. Se oon51dera que la avirulencia
es un caréaer mouogemm heredado de acuerdo con las leyes de Mendel. -

Palabras clave: Venturia inaequalis, Malus x domestica, Gen de avirulencia.

SUMMARY

Hernnmia., CF.D, leu. L.y Lespinasse Y. 1994 Inherithance of the avirulence trait in an isolate of Venturia -

inaequalis (Cke.) Wint. on Golden Delicious apple (Malus x domestica Borkh.) cultwar Rev:sta Mex:cana de
Fitopatologia 12(1)31-34. _ I

R

Crosses among Ventunia inaequalis isolates avirulent and virulent to Golden Delicious-apple (Malus x domestica

Borkh.) cultivar, were carried out. pseudothecia with asci and mature ascospores from each cross were
produced on apple leaf discs, noculated with micelia and conidia from two isolates, placed on agar and
incubated at 8°C for 140 days. forty five monoascosporic isolates from the cross 140 x 147 (virulent x avirulent)
were moculated on apple seedling, progeny of Golden Delicious x Granny Smith. Twenty three isolates induced
disease simptoms and 22 isolates were avm:lent Avmzlence is then considered a monogemc trait mhemed
aoeordlg to Mendel laws. - - '

Key words: Venturia inaequalis, Malus x domestica, Gen of avirulence.

Venturia inaequalis (Cke.) Wint, es de particular  inocular varias cepas de V. inaequalis sobre diferentes

importancia en el cultivo de manzano (Malus x
domestica Borkh.) cultivado en regiones de clima
templado humedo. El patégeno es policiclico, y sus
infecciones son contmuas durante el ciclo vegetativo
del manzano, presentando sus sintomas en hojas,
flores y frutos. Las pérdidas ocasionadas pueden
alcanzar 100% debido a una disminucién cualitativa y
cuantitativa de la producccién. Sin embargo Wiessman
(1931, citado por Gessler, 1989) y Palmiter (1934), al

cultivares de manzano susceptibles al patégeno
observaron en las hojas de ciertos cultivares, lesiones
tipicas esporulantes y en otros cultivares lesiones

cloroticas no esporulantes conocidas como "Flecks”, =

mostrando asi que ciertos aislamientos monosporicos
difieren en su capacidad de infeccién, y que su
virulencia estd bajo un control monogenico. Asi, los

estudios sobre la segregacién de la virulencia de cepas’

de V. inaequalis en relacién a diversos cultivares de
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manzano y especies de el género Malus han permitido
la identificacion de 19 genmes que condicionana su
patogenicidad (Boone, 1971).

En Francia se aislaron cepas de la raza 5 de V.
inaequalis avirulentas sobre el cultivar susceptible
Golden Delicious ocasionando sobre este lesiones
necroticas de hipersensibilidad. Este hecho es por si
mismo importante desde el punto de vista de la
relacion hospedero-patdgeno. Ademas de lo anterior,
el conocer el factor de heredabilidad de la avirulencia
en cepas que causan hipersensibilidad, permite que
estas puedan ser utilizadas en estudios genéticos de
otros caractéres. Asi, el objetivo del presente estudio
fue conocer la heredabilidad del factor de avirulencia
de una cepa de raza 5 de V. inaequalis en el cultivar
Golden Delicious.

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se llevd a cabo en el Instituto
Nacional de Investigacion Agrondmica (I.N.R.A) de
Angers, Francia, bajo condiciones de laboratorio e
mvernadero.

Seleccion de Cepas. Las cepas de V. inaequalis
utilizadas fueron obtenidas de aislamientos
monosporicos realizados por el laboratorio de
Micologia del IN.RA. Dada la condicién
heterotalica del patdgeno se requirid contar con dos
cepas de compatibilidad sexual conocidas por lo que
se seleccion6 a las cepas 101 y 104 de raza 1 de
compatibilidad negativa y positiva respectivamente
(Martin, et. al, 1982), ademis la cepa 104 es
resistente a benomyl. Asi mismo, se seleccionaron las
cepas 147 y 170 de raza 5 las que al igual que la cepa
101 se caracterizan por ocasionar reacciones
necroticas de hipersensibilidad sobre el cultivar de
manzano susceptible Golden Delicious.

Obtencién de seudotecios. Los seudotecios fueron
obtenidos en discos de hojas de manzano (método de
Ross y Hamilin, 1962 modificado) del cultivar Golden
Delicious de 8 afios de edad. Se seleccionaron hojas
sin sintomas del hongo y con un sacabocado de 2.5 cm
de didmetro se hicieron los discos; estos se
depositaron en matraces de 1000 ml con 400 ml de
agua destilada, y se esterilizaron por dos ocasiones
durante 20 minutos a 120°C. Enseguida se colocaron
cuatro discos por caja Petri con agar agua al 2% mas
antibi6tico (aureomicina 100 mg, penicilina 250 mg y
estreptomicina 500 mg en 100 ml de agua destilada
esteril), incorporando 5 ml de la solucién por litro de
medio agar agua.
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Cruzamiento de cepas. Los cruzamientos fueron
realizados, mezclando conidias y fragmentos de
micelio de dos cepas (virulenta por avirulenta sobre
Golden Delicious) en agua destilada esteril en
proporcién 1:1 (vol. : vol) volimen. De esta
suspenciin se tomé 0.075 ml con una micropipeta y se
deposité al centro de los discos de manzano.
Posteriormente los medios se incubaron en oscuridad
a 18-20°C por 21 dias y después se colocaron a 8°C
para inducir la formacion del pseudotecio.

Aislamientos monoascosporicos. Estos se realizaron en
una cdmara de transferencia, una vez que los
pseudotecios formaron ascas y ascosporas maduras.
Los pseudotecios se tomaron de los discos de hoja de
manzano con una aguja de diseccidn depositindolos
en un portaobjeto esteril con una gota de agua
destilada esteril. Enseguida el pseudotecio se presiono
con una varilla de vidrio de punta redonda para
permitir la liberacion de las ascosporas; esta
suspencion se deposito en cajas de Petri con medio
malta (1%) agar (25%). Los medios se incubaron a
16°C durante 30 a 36 h, después de lo cual las
ascoporas germinadas se aislaron ayudandose de un
microscopio estereoscopico con aumento 50 X, y se
sembraron en medio malta (1%) agar (1.5%). Cada
aislamiento monosporico fué numerado, multiplicado
en cajas Petri a 16°C y conservado en tubos de ensaye
a 3°C.

Obtencién de la suspencién conidial. De cada
aislamiento monosporico en multiplicacién en cajas
Petri con medio malta (1%) agar (1.5%) se raspé una
colonia de tres semanas de edad, depositandose toda
la colonia en tubos de ensaye con 10 ml de agua
destilada esteril. Los tubos se agitaron por un minuto
en un agitador eléctrico y esta suspension conteniendo
conidias y fragmentos de micelio se utilizd para
inocular frascos de vidrio de 1l de capacidad
conteniendo 80 ml de medio liquido de malta (1%) y
una gaza en la parte ancha del frasco (método
modificado de Keitt y Palmiter, 1938). Después de la
inoculacidn, los frascos se dejaron reposar por 48 h
sobre la parte ancha que contenia la gaza para
permitir la sedimentacién y germinacién de los
conidias en la gaza. Posteriormente, los frascos se
colocaron sobre la parte mis angosta, incubéndose 16
dias en oscuridad a 16°C. La suspensién conidial se
obtuvo al eliminar el medio de cultivo liquido, agregar
agua destilada esteril y agitar vigorosamente para que
la gaza liberara los conidioforos y conidos. Enseguida
se hizo el conteo de esporas por mililitro con un
hematocimetro. :




Virulencia de cepas. La inoculacién de las cepas se
realizo en hojas de plantulas de 4 semanas de edad
obtenidas del cruzamiento Golden Delicious por
Granny Smith. Se prepard una suspencion condial de
200 000 esporas por mililitro la que fué asperjada con
un pulverisador hasta punto de escurrimiento. Las
plantas incoculadas fueron colocadas en una cimara
bioclimética, cubriéndose con un pldstico para
mantenerlas con una humedad relativa del 100% por
48 h y favorecer la penetracion del patégeno. Después
de este tiempo el plistico fué retirado y la humedad
relativa se mantuvo entre 80 y 9% con una
temperatura de 18°C.

La reaccion de las plantulas se evalud 14 dias después
de la inoculacién; las cepas virulentas presentan los
sintomas tipicos de la enfermedad en las hojas de
plintulas inoculadas, mientras que las cepas
avirulentas presentaron lesiones de hipersensibilidad.
Los resultados obtenidos fueron evaluados mediante
la prueba de chi cuadrada,

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencién de pseudotecios. Bajo nuestras condiciones
experimentales los pseudotecios, conteniendo ascas y
ascosporas maduras fueron obtenidos 140 dias después
de realizados los cruzamientos. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Keitt y Langfort
(1941), Ross (1961) y Ross y Hamlin (1962); segin
estos autores, los pseudotecios alcanzan su madurez
después de 4 a 6 meses a 8°C. El minimo de ascas por
pseudotecio vario de 90 a 116. Esta cantidad parece
ser similar a la de pseudotecios desarrollados en
forma natural en hojas que han pasado el mvierno
bajo condiciones de campo, donde se observan de 100
a 130 ascas por pseudotecio (Gadoury et al, 1984).

Los pseudotecios maduros se obtuvieron en los
cruzamientos 101 x 104; 101 x 170 y 104 x 147. De
esta manera y de acuerdo a Martin (1982) quien da el
singo de compatibilidad sexual (-) a la cepa 101 y (+)
a la cepa 104 los signos de compatibilidad sexual de
las cepas 147 y 170 son (-) y (+) respectivamente.

Heredabilidad del factor de avirulencia: Dadas las
caracteristicas de los progenitores 104 y 147 se
selecciond a la descendencia del cruzamiento 104 x
147 (virulento y avirulento) para estudiar la
segregacin del factor de avirulencia. Los resultados
muestran que de 45 cepas monoascosporicas obtenidas
del cruzamiento citado, 23 ocasionaron los sintomas
tipicos de la enfermedad y 22 provocaron los sintomas
de avirulencia (Hipersencibilidad) sobre las plantas
inoculadas. Este resultado corresponde a una

segregacion de tipo 1:1 (X* = 0.01; PO.05
por lo que se considera que el factor de avirulencia de
la cepa 147 de raza 5 de V. inaequalis es heredado por

= 3.84),,

la accion de un gen. El estudio genético de la
resistencia al benomyl de la cepa 104 es de tipo
monogenico (Hernandez y Parisi, 1994). Dados estos
resultados, es posible utilizar los factores menogenicos
de avirulencia y de resistencia al benomyl, como genes
marcadores para estudiar el factor de virulencia de la
raza 5 en la descendencia del cruzamiento 104 (raza
1) X 147 (raza 5), empleada en este trabajo.
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