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RESUMEN

Se llevd a cabo un estudio microbiolégico a fin de determinar la posible implicancia de
microorganismos como causa de dos sintomatologias consistentes una en casos de gomosis y otra,
de manchas marrones en los laterales de los frutos de almendro jovenes, observadas en
plantaciones de Luis Beltran, Valle Medio de Rio Negro. En principio, respecto al primer caso, se
sospechaba de casos de Antracnosis del almendro, producida por especies del género fungico
Colletotrichum.
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1- INTRODUCCION
Durante el mes de octubre de 2017 se ha observado en frutos jovenes de almendro pequefias
lesiones circulares, gomosas, y otras como manchas marrones laterales. A fin de determinar un
posible origen microbiolégico de la patologia se realizaron los ensayos microbioldgicos
correspondientes.
Respecto al primer caso, el dafio observado podria corresponderse a los sintomas iniciales de la
Antracnosis del almendro, patologia causada por varias especies flngicas del género
Colletotrichum, que se manifiesta como manchas pardas sobre el casco de los frutos en desarrollo
y de las cuales emerge una sustancia gomosa.
Asimismo, sintomas coincidentes con los observados, descriptos posteriormente, fueron
reportados en California en 2013-2014 causados por Xanthomonas arboricola pv. pruni (Bacterial
Spot of Almond). Fue descripto que las lesiones empiezan en la cadscara como manchas acuosas
pequefias, produciéndose una sustancia gomosa color ambar claro a oscuro. Las lesiones son
marrones y aumentan lentamente en didmetro (2 a 4 mm, generalmente <5). El color de la
sustancia gomosa es importante porque ayuda a distinguir la mancha bacteriana de otro tipo de
dafio (Doll D., 2015).

Muestras

Un total de 10 muestras fueron enviadas por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA), Agencia de Extension Rural, Valle Medio — Luis Beltran, Rio Negro en el mes de octubre de
2017.

Sintomatologia

La mayoria de los casos analizados presentaron pequenas manchas acuosas, circulares, con un
didametro menor de 5 mm, de color marrén oscuro, de las cuales emergia una sustancia gomosa
color ambar (Imagen 1).

Por otro lado, y en menor cantidad, almendras prematuras exhibieron oscurecimiento de la
cascara, lateral, de color marrén oscuro. La lesion se extendia y hundia en el tejido (Imagen 2).

’

Imagen 1: Frutos con sintomas de “gomosis”

Imagen 2: Frutos con necrosis lateral




2- OBIJETIVO

Determinar si el origen de las patologias puede ser microbioldgico. Respecto al primer caso se
determinara si se trata de una enfermedad de origen fungico, especialmente Antracnosis, causada
por especies del género Colletotrichum. Ademds, teniendo en cuenta que en los ultimos afios se
han detectado varios casos de Bacteriosis del Nogal (Xanthomonas arboricola pv .juglandis) vy
Necrosis Apical del Nogal (Xanthomonas arboricola pv. juglandis junto a Alternaria spp.) en la
region del Valle Medio de Rio Negro, siendo Luis Beltran una de las zonas afectadas, se evaluara la
posibilidad que los sintomas observados fueran causados por Xanthomonas arboricola pv. pruni.
La enfermedad se manifiesta sobre almendras en desarrollo con sintomas similares a los que se
observaron en las muestras recibidas, y debido a la produccién de goma, suele confundirse con
otras patologias, tales como la Antracnosis.

3- PROCEDIMIENTO

Aislamiento de microorganismos

Manchas laterales. En el caso de las almendras que exhibieron lesiones laterales se analizaron 2
muestras. Los frutos se lavaron con agua de grifo, se desinfectaron superficialmente
sumergiéndolos en una solucién de Hipoclorito de Sodio 1% durante 3 minutos y se enjuagaron 2
veces con agua destilada estéril. Las muestras se cortaron a la mitad y se extrajeron asépticamente
trozos internos de la lesién que se inoculaon en placas conteniendo medio Agar Papa Dextrosa
suplementado con Cloranfenicol (0.1 g/l) (PDA+C) para evaluar el desarrollo fungico. Otros trozos
obtenidos de la lesion se maceraron y se colocaron en tubos de ensayo conteniendo solucién
fisiolégica estéril. Luego de homogeneizar (vortex), se sembrd 0,1 ml de la suspensién en medio
Luria Bertani (LB) para determinar el desarrollo bacteriano. Las placas se incubaron a 25°C durante
7 dias y a 27°C durante 4 dias, respectivamente.

Gomosis. Se utilizaron dos procedimientos diferentes de andlisis para asegurar el aislamiento de
los microorganismos. Se analizaron 5 muestras que la lesién presentaba sustancia gomosa.

En el primer caso, la mitad de las muestras se analizd utilizando el procedimiento descripto
anteriormente, realizando el macerado de los tejidos en tubos Eppendorfs en lugar de utilizar
tubos de ensayos debido al pequefio tamarfio de la lesidn, y por ende, poca cantidad de material
para el andlisis.

El segundo procedimiento consisti6 en desinfectar y enjuagar los frutos siguiendo el
procedimiento descripto previamente. Luego, se colocaron las muestras individualmente en
recipientes plasticos cerrados, conteniendo un trozo de algodén himedo, con el fin de crear una
camara himeda, para permitir el desarrollo microbiano en la lesién. Los recipientes asi preparados
se incubaron a 27°C durante 14 dias El micelio desarrollado en los frutos, luego de la incubacion,
se sembrd en placas de PDA+C (McKay y col., 2009). Asimismo, sobre estas muestras, se
desinfectd la superficie con alcohol 70%, se cortaron los frutos a la mitad y se extrajeron
asépticamente trozos de tejido desde la lesidn que se sembraron en PDA+C. Otros trozos de tejido
se colocaron en tubos Eppendorfs conteniendo solucidn fisioldgica estéril (determinacién de
hongos). Luego de homogeneizar, 0,1 ml de la suspension fue inoculado en medio LB. También se



realizd siembra por estrias en dicho medio determinacidn de bacterias). Las placas se incubaron a
25°C durante 7 dias y a 27°C durante 4 dias, respectivamente.

Determinacion del género y especie de los microorganismos aislados.

En el caso de los aislamientos fungicos, los géneros se determinaron a partir de las caracteristicas
macro y microscoépicas de los aislamientos.

Respecto a bacterias, las colonias que mostraron caracteristicas morfoldgicas correspondientes al
género Xanthomonas sobre LB fueron inoculadas en el medio diferencial para este género, Xan-D.
Las placas se incubaron a 27°C durante 7 dias. El género y la especie de las colonias que resultaron
positivas en dicho medio se confirmé mediante técnicas moleculares.

La extraccion de ADN se llevé a cabo a partir de pellets obtenidos de suspensiones de bacterias
con una DO (600nm)=0,2 (1 a 5 x 10® CFU/ml aproximadamente). Las suspensiones fueron
centrifugadas a 7500 RPM durante 10 minutos, descartandose los sobrenadantes. Los pellets se
conservaron a -80°C hasta su uso.

La extraccion de ADN se realizé utilizando el kit “DNeasy blood and tissue mini kit” (Qiagen) con un
protocolo de pre-tratamiento para bacterias Gram negativas siguiendo las instrucciones del
proveedor. El ADN gendmico extraido se cuantificd utilizando un fluordmetro Qubit 2.0 (Life
Technologies). Se realizoé la amplificaciéon (PCR) y secuencia de los fragmentos amplificados con los
primers especie especificos para X. arboricola XarbQF y XarbQR (gen gumA - quinato
deshidrogenasa (Pothier et al., 2011).

4- RESULTADOS

En los frutos con lesiones laterales se determind la presencia de Alternaria sp. en las mismas. En
una de las muestras se realizo la determinacion de bacterias, observandose desarrollo bacteriano
distinto de Xanthomonas.

En los frutos con gomosis, en las 5 muestras analizadas se determind la presencia de bacterias y en
4, la de hongos. Respecto a bacterias, en 4 de los casos se determind Xanthomonas arboricola,
esto confirmado por el analisis molecular. Respecto a los hongos en los 4 casos se determind
especies del género Alternaria ademas de otra micoflora acompafiante.

5- CONCLUSION

En los casos de lesiones marrones laterales, fue determinada la presencia de especies del género
Alternaria en los dos casos estudiados, aunque para determinarse efectivamente si el agente es
responsable de la patologia deberian aplicarse los postulados de Koch.

En los casos de lesiones con secreciones gomosas, de acuerdo a los resultados obtenidos podria
presumirse la presencia de “Mancha bacteriana de la almendra” (Bacterial Spot of Almond) en la
region del Valle Medio de Rio Negro. En las muestras analizadas no pudo ser determinada la
presencia de Colletotrichum spp., no pudiéndose determinar casos de Antracnosis.



6- RECOMENDACIONES

Se deberian confirmar ambos resultados aplicando los Postulados de Koch.

Se deberia confirmar el patovar de la especie bacterias X. arboricola por pruebas moleculares.

En caso que se observe nuevamente la sintomatologia se recomienda realizar estudios
sistematicos y con mayor nimero de muestras.



